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Résumé  
L’identification fréquente de mutations des protéines régulatrices du complément suggère 
que les lésions endothéliales du syndrome hémolytique et urémique atypique (SHUa) 
résultent d’une activation incontrôlée de la voie alterne du complément. Les mutations, en 
soi, ne constituent cependant que des facteurs de susceptibilité et les mécanismes menant 
de l’anomalie de régulation du complément au développement de lésions de 
microangiopathie thrombotique rénale restent mal compris. 
L’objectif de ce projet était donc d'étudier certains mécanismes de l’activation du 
complément à la surface des cellules endothéliales dans le SHUa et les conséquences de 
cette activation pour l’endothélium.  
Dans ce but, ce travail s’est initialement concentré sur la mutation C3R139W, dont nous 
avons réalisé la caractérisation phénotypique et fonctionnelle et qui a constitué un modèle 
d’étude des conséquences d’un complément dérégulé sur l’endothélium. Cette mutation a 
été identifiée de façon sporadique chez 4% des patients de la cohorte française de SHUa. 
Son étude phénotypique a mis en avant une évolution fonctionnelle rénale souvent sévère 
mais inhomogène ainsi qu’une fréquence non négligeable d’événements cardio-
vasculaires. Sa caractérisation fonctionnelle a révélé une augmentation de son affinité pour 
le facteur B, à l’origine de la formation d’une « hyper C3 convertase », échappant 
également en partie aux systèmes de contrôle (diminution de liaison avec la MCP). L’étude 
de ses conséquences endothéliales a montré, à la surface de cellules pré-activées, une 
augmentation des produits d’activation du complément et de l’expression membranaire de 
facteur tissulaire, faisant le lien avec l’acquisition d’un phénotype endothélial 
prothrombotique. Nous rapportons également, sous l’effet de sérum porteur de cette 
mutation, une majoration de la perméabilité et du détachement cellulaire, susceptibles de 
traduire une souffrance endothéliale.   
Dans la deuxième partie et en vue de préciser les liens entre anomalie du complément et 
activation des cellules endothéliales, nous nous sommes intéressés au rôle de l’hémolyse, 
4 
 
dénominateur commun des SHU. Nous avons ainsi montré que l’hème libre activait la voie 
alterne du complément dans le sérum et à la surface des cellules endothéliales et ce, de 
façon exacerbé, en cas de dysrégulation sous-jacente du complément. Nous avons identifié 
plusieurs mécanismes d’action par lesquels l’hème peut activer le complément : il favorise 
les interactions C3/C3 et ainsi la formation d’une hyper C3/C5 convertase, déclenche une 
mobilisation des corps de Weibel-Palade à l’origine de l’expression membranaire de P-
selectine, qui est capable d’activer la voie alterne du complément et induit une diminution 
de l’expression membranaire des régulateurs MCP et DAF.  
Par ces travaux, nous avons précisé les liens entre activation du complément et acquisition 
d’un phénotype endothélial prothrombotique dans le SHUa. Nous avons notamment 
identifié l’hémolyse comme un acteur potentiel de l’amplification des lésions endothéliales 
complément-dépendantes. Son contrôle pourrait ainsi constituer une nouvelle voie 
thérapeutique dans le SHU.  
 
 
Mots clés : syndrome hémolytique et urémique ; voie alterne du complément ; cellules 
endothéliales ; microangiopathie thrombotique ; hémolyse.   
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Avant-propos  
 
Le syndrome hémolytique et urémique atypique (SHUa) est une microangiopathie 
thrombotique au tropisme préférentiellement rénal. Il s’agit d’une pathologie rare, dont le 
pronostic fonctionnel reste sombre. Selon l’hypothèse actuellement admise, les lésions 
endothéliales du SHUa résulteraient d’une activation excessive de la voie alterne du 
complément à leur surface. Ceci est notamment conforté par l’identification, chez plus de 
60% des patients, d’anomalies - génétiques ou acquises - susceptibles d’induire une 
rupture de l’équilibre entre régulation et activation du complément. Ces anomalies ne 
constituent, cependant, que des facteurs de susceptibilité et certains aspects de la 
physiopathologie du SHUa  restent mal compris.  
Mon travail de recherche s’est ainsi concentré sur cette pathologie et sur l’étude de ses 
mécanismes physiopathologiques. Il a été réalisée en collaboration et au sein de 
différentes équipes : unité INSERM U845 de l’Hôpital Necker (Dr Lise Halbwachs-Mecarelli, 
Pr Philippe Lesavre - Biologie cellulaire) ; unité INSERM U872 du Centre des Cordeliers (Dr 
Lubka Roumenina - Biologie moléculaire) ; laboratoire d’immunologie de l’HEGP (Dr 
Véronique Frémeaux-Bacchi - Génétique) ; équipe de Néphrologie du CHRU de Lille (Pr 
Christian Noel, Dr François Provot, Dr Arnaud Lionet).  
Au-delà de l’intérêt propre lié à l’amélioration des connaissances relatives au SHUa, étudier 
cette pathologie, qui constitue un modèle d’étude de lésions endothéliales liées à un 
défaut de contrôle du complément, peut aider à préciser les liens entre activation du 
complément et souffrance endothéliale. L’intérêt de son étude peut ainsi s’étendre à 
d’autres pathologies, notamment vasculaires, pour lesquelles le rôle d’une activation 
excessive du complément est suspecté, telle que l’athérosclérose1.    
Ce projet de recherche avait donc pour principal objectif d’affiner nos connaissances des 
points faibles de l’endothélium, susceptible d’être perturbé par une activation incontrôlée 
du complément à sa surface et pouvant rendre compte des caractéristiques de 
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microangiopathie et de thrombose observées dans le SHUa. Dans ce but, la mutation 
C3R139W, dont la prévalence au sein de la cohorte française de SHUa est élevée, a servi de 
modèle d’étude des conséquences d’un complément mal régulé sur l’endothélium. Nous 
avons également travaillé à l’identification d’autres mécanismes susceptibles de participer 
à la formation des lésions endothéliales dans le SHUa. Ces travaux nous ont amenés à nous 
intéresser tout particulièrement au rôle de l’hémolyse, qui s’est avérée être un puissant 
activateur de la voie alterne du complément et dont le contrôle pourrait ainsi constituer 
une nouvelle voie thérapeutique.  
Ce travail sera présenté selon l’organisation suivante :  
- La première partie sera consacrée, dans le cadre d’une revue de la bibliographie, à la 
présentation des différents protagonistes de ce travail :  
• le chapitre 1 présentera le système du complément, tout particulièrement sa voie 
alterne, avec pour objectif, notamment, la mise en avant de ses propriétés 
endothéliales prothrombotiques et proinflammatoires.  
• Le chapitre 2 s’intéressera en premier lieu au syndrome hémolytique et urémique 
associé à des anomalies de régulation du complément. La place du complément dans 
les SHU rattachés à d’autres facteurs étiologiques sera également discutée. 
• Le chapitre 3 portera sur les principales conséquences de l’activation endothéliale 
aigue ainsi que sur les propriétés vasculaires de l’hémolyse. 
- Dans la seconde partie de ce travail seront rapportés les principaux résultats 
expérimentaux issus de ce projet de recherche. Chacun des deux articles publiés, sera 
précédé d’une brève présentation résumant les résultats et points de discussion 
essentiels.   
- Enfin, les conclusions de ce travail seront l’occasion de présenter les principales 
perspectives de ce projet, visant à poursuivre l’amélioration des connaissances de la 
physiopathologie des lésions endothéliales complément-dépendantes.    
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Partie 1 
 
 
 
 
 
 
 
Revue de la Bibliographie 
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Chapitre 1 : Le système du complément 
 
La découverte, en 1888, des propriétés bactéricides de certains composants plasmatiques a 
révélé une nouvelle ligne de défense immunitaire2, initialement décrite par Paul Ehrlich 
comme un « complément » de l’immunité humorale3 et supposée n’être alors qu’un 
mécanisme d’appoint de protection contre les agents microbiens. Cette vision a très 
largement évolué et le système du complément est aujourd’hui décrit comme une « pierre 
angulaire » de l’immunité4.  
Il s’agit d’un des plus anciens systèmes de régulation de l’immunité et de l’homéostasie 
(600-700 millions d’années), dont les rôles se sont diversifiés au cours de l’évolution5. S’il 
appartient à l’immunité innée, son activation reposant sur des liaisons physico-chimiques 
et non sur la reconnaissance spécifique d’une cible, ses fonctions dépassent de loin ce 
cadre. En plus de constituer la première ligne de défense contre les agents pathogènes, il 
orchestre la réponse immunitaire via ses interactions avec de nombreuses cellules 
inflammatoires, module la réponse immune adaptative, participe à la clairance des cellules 
apoptotiques et complexes immuns circulants6,7. Il est également impliqué dans différents 
processus, tels que le métabolisme lipidique, l’angiogenèse ou la régénération tissulaire4.  
L’activation adaptée de ce système puissant, mais non spécifique, permet donc d’aboutir à 
l’élimination des agents pathogènes et/ou cellules endommagées et participe à la 
synchronisation du processus inflammatoire, en respectant les cellules de l’hôte. 
Cependant, ces trente dernières années ont été marquées par la mise en évidence d’une 
activation inadaptée du complément dans un grand nombre de pathologies variées -
dégénératives, auto-immunes, néoplasiques, infectieuses - au point d’en faire aujourd’hui 
une cible thérapeutique privilégiée8,9.   
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Parmi ces pathologies, le syndrome hémolytique et urémique atypique, sur lequel s’est 
principalement concentré mon travail de thèse, constitue un modèle de pathologie 
secondaire à une activation excessive de la voie alterne du complément.  
L’objectif de ce chapitre est donc de présenter le système du complément, ses fonctions, 
qui en cas de dysrégulation sont susceptibles d’être délétères pour l’organisme, en 
insistant plus particulièrement sur les caractéristiques de la voie alterne.    
 
 
1. Description générale 
 
Le système du complément intervient de manière rapide et localisé et se caractérise par un 
fonctionnement en cascade soumis à plusieurs niveaux de régulation. Il se compose 
d’environ 50 protéines, activatrices ou régulatrices, qui sont soit circulantes à synthèse 
majoritairement hépatique, représentant environ 15% des globulines sériques totales, soit 
membranaires exprimées à la surface de nombreux types cellulaires. Ces protéines, 
répertoriées dans l’annexe n°1 (p. 185), ont des fonctions diverses (protéase, récepteur 
membranaire, protéine de liaison) par lesquelles elles interagissent entres elles pour 
déclencher, à travers cette cascade hautement régulée, les différentes activités biologiques 
qui finalisent l’activation du complément.   
 
 
1.1 La cascade du complément 
La cascade du complément est traditionnellement décrite comme composée d’une phase 
initiatrice, qui aboutit par divers intermédiaires à l’activation du complément, d’une phase 
d’amplification et d’une phase effectrice (voie terminale commune), à l’origine des 
différentes fonctions du complément (figure n°1, p.18). 
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Figure n°1 : La cascade  du complément : principaux effecteurs et régulateurs  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.1.1 Phase initiatrice : les voies d’activation du complément 
 
L’activation du complément peut être initiée par trois voies distinctes, la voie classique, la 
voie alterne et celle des lectines, qui présentent chacune leurs spécificités.   
 
La voie classique  
La voie classique débute par la liaison de la protéine C1q à l’un de ses ligands. Ces derniers 
sont majoritairement représentés par les immunoglobulines IgG (en particulier IgG1 et 
IgG3) et IgM, ce pourquoi cette voie est dite classiquement « anticorps dépendante »10. 
Cependant, le C1q peut reconnaître d’autres molécules, particules microbiennes ou 
Ag : antigène, Ac : anticorps, CAM : complexe d’attaque membranaire, FB : Facteur B, FD : Facteur D, MASP : Mannan-
associated serine protease, MBL : mannan-binding lectin, P : properdine. 
Régulateurs membranaires : CR1 : complement receptor 1, DAF : decay accelerating factor,  MCP : membrane cofactor protein.  
Régulateurs plasmatiques : FH : facteur H ; FI : facteur I ; C4BP : C4 Binding Protein.  
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protéines inflammatoires, tel que la CRP (C-reactive protein), qui lui permettent de 
discriminer les surfaces pathogènes ou apoptotiques des cellules de l’hôte11.  
Le C1q constitue la protéine de reconnaissance du complexe macromoléculaire C1. Ce 
complexe (C1qr2s2) calcium-dépendant, se compose en plus du C1q, de deux protéases à 
sérine, C1s et C1r, organisées en hétéro-tétramère (figure n°2). La fixation du C1q à son 
ligand induit une auto-activation du C1r, qui peut alors cliver et activer ainsi le C1s11 ,12.  
 
Figure n°2 : Le complexe macromoléculaire C1 (adaptée de Wallis, Immunobiology, 2010) 11  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Le C1s activé intervient ensuite via deux clivages protéolytiques successifs13 ,14 : 
- celui du composant plasmatique C4, formant ainsi du C4a, anaphylatoxine libérée en 
phase fluide et du C4b qui se fixe de façon covalente à la surface-cible de l’activation par 
son domaine thioester libéré par le clivage enzymatique ;  
- celui du composant plasmatique C2, préalablement lié au C4b, en un fragment C2a qui 
reste associé au C4b et un fragment C2b, libéré en phase fluide.  
Cette cascade de protéolyses successives aboutit donc à la formation, sur la surface 
activatrice, d’un complexe C4b2a, qui correspond à une C3 convertase classique, dont 
l’activité enzymatique est portée par la sous-unité C2a. (Notons que, par souci d’analogie 
avec la C3 convertase alterne, certains auteurs proposent de modifier la nomenclature du 
Le complexe (C1qr2s2) se compose d’une protéine C1q, qui est un hexamère dont chaque sous-unité 
est constitué de trois chaînes peptidiques organisées en triple hélice, et qui porte en son sein deux 
protéases à sérine, C1s et C1r, organisées en hétéro-tétramère. L’activation successive de C1r puis 
C1s induit une modification conformationnelle du complexe C1, qui rend possible l’interaction C1s-
C4 et C1s-C4bC2.    
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composant C2, de sorte que le fragment protéolytique soit nommé C2b et non C2a, et que 
la C3 convertase classique soit ainsi désignée par C4b2b) 4.   
Le complexe C1 est spécifiquement régulé par une protéine, le C1-Inhibiteur qui, après 
activation par le C1s activé, peut induire la dissociation du complexe C1, de sorte que seul 
le C1q reste lié à sa cible.    
 
 
La voie des lectines  
La voie des lectines présente des similitudes avec la voie classique15. La protéine de 
reconnaissance est ici une protéine MBL (mannan-binding lectin) ou une ficoline, qui vont 
initier cette voie par leur liaison à certains carbohydrates des micro-organismes16. MBL et 
ficolines ont une structure proche de celle du C1q et peuvent s’associer à des protéases à 
sérine, dénommées MASP-1, -2 et -3 (mannan-associated serine protease) qui, elles-
mêmes, présentent de fortes homologies avec les protéines C1s et C1r11. 
Les complexes MBL/MASP-2 ou ficoline/MASP-2, dont les interactions sont également 
calcium-dépendantes, sont capables d’activer le complément. En effet, MASP-2 possède 
une activité catalytique similaire à celle de C1s, lui permettant de cliver les protéines C4 et 
C2 et donc de former une C3 convertase identique à celle issue d’une activation par la voie 
classique17. 
  
 
La voie alterne  
Les spécificités de l’activation et des acteurs de la voie alterne seront abordées plus en 
détails dans une section suivante, dédiée à la voie alterne (section 2.1, p.29).  
Brièvement, à la différence des voies classique et lectine, la voie alterne n’est pas 
déclenchée par une liaison spécifique ligand-protéine de reconnaissance. Elle a la 
particularité d’avoir un fond d’activation permanent via une hydrolyse spontanée du C3, 
formant du C3(H2O)
18. En l’absence de régulation, il en résulte la formation, en phase fluide, 
d’une C3 convertase alterne initiatrice19, constitutivement activée, qui peut générer du C3b. 
Celui-ci sera rapidement inactivé par les protéines régulatrices présentes dans 
l’environnement des cellules hôtes. A l’inverse, il pourra se lier à toute surface non régulée 
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(agents pathogènes étrangers ou issus de l’hôte, tels que les cellules tumorales ou 
apoptotiques) et former une C3 convertase alterne, capable d’activer et amplifier la 
cascade du complément20.  
La formation de la C3 convertase alterne débute par la liaison covalente, magnésium-
dépendante, du C3(H2O) ou du C3b avec le facteur B (FB). Cette liaison induit des 
changements de conformation du FB, permettant son clivage protéolytique par une 
protéase à sérine, le facteur D (FD), qui circule sous forme active dans le plasma. Ce clivage 
libère en phase fluide un fragment Ba, tandis que le fragment Bb, qui porte l’activité 
enzymatique, reste associé au C3b, formant ainsi une C3 convertase alterne (C3bBb). Ce 
complexe enzymatique très labile est ensuite stabilisé par la properdine, protéine de 
régulation décrite en détail plus loin.  
 
 
La voie des protéases extrinsèques  
Cette terminologie est apparue assez récemment pour désigner certaines protéases, chez 
lesquelles a été identifiée une capacité à cliver les composants C3 et/ou C5 et donc à 
activer les fonctions effectrices du complément, indépendamment des voies proximales 
d’activation traditionnelles. Il s’agit principalement de protéases impliquées dans la 
régulation de l’hémostase, rendant compte du lien étroit existant entre ces deux 
systèmes21, 22. Amara et al ont ainsi montré la génération de C3a et C5a sous l’effet de 
thrombine, FIXa, FXIa, plasmine et FXa, avec un effet plus marqué pour ces deux derniers23. 
 
 
1.1.2 Les voies effectrices du complément 
 
Le C3 constitue le point de convergence des trois voies d’activation du complément. Il est 
clivé de façon identique par les C3 convertases alterne (C3bBb) et classique (C4b2a) en C3a, 
anaphylatoxine libérée en phase fluide, et en C3b. Ce dernier peut se fixer de façon 
covalente à une surface activatrice, où son devenir est alors multiple, déterminant les 
différentes voies effectrices du système du complément. 
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La voie d’amplification  
Le C3b lié à sa cible peut s’associer à une autre molécule de FB pour former, après action 
du FD et de la properdine, une nouvelle C3 convertase alterne. Celle-ci sera capable à son 
tour de cliver de nouvelles molécules de C3. Cette boucle d’amplification induit une 
production exponentielle de C3b20, et donc de complexes d’attaque membranaire, 
d’anaphylatoxines et d’opsonines. La voie alterne est ainsi capable d’auto-amplification. 
Elle peut également par cette boucle, amplifier l’activation du complément initiée par la 
voie classique ou dépendante des lectines. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La voie terminale commune  
La voie terminale commune est déclenchée par la liaison d’une molécule supplémentaire 
de  C3b à une C3 convertase alterne (C3bBb)C3b ou classique (C4b2a)C3b. Ceci leur confère 
une activité enzymatique C5 convertase25. Ces C5 convertases classiques ou alternes lient 
puis clivent, de façon là aussi identique, le C5 via leur sous-unité C2a ou Bb, respectivement. 
Cette protéolyse du C5 induit la libération en phase fluide d’une autre anaphylatoxine, le 
C5a et du fragment C5b. Ce dernier sert de plateforme pour la liaison de la protéine C6, qui 
stabilise ce complexe soluble, puis de la protéine C7. La liaison de C7 induit une 
modification structurale du complexe C5b-7, caractérisée par l’exposition de résidus 
hydrophobes. Le complexe C5b-7, devenu lipophile, s’ancre alors à la double couche 
lipidique de la surface cible, où il recrute la protéine C8. A son tour, le C8 subit une 
modification conformationnelle, responsable d’une exposition de résidus hydrophobes, de 
 
Figure n°3 : La boucle d’amplification  
 
B : Facteur B ; D : Facteur D 
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sorte que le complexe C5b-8 forme déjà un canal transmembranaire de petit diamètre (10 
Å), inapte à la lyse cellulaire. La liaison du complexe C5b-8 à la protéine C9 induit ensuite 
une polymérisation spontanée de 10 à 18 protéines C9, donnant ainsi naissance au 
complexe d’attaque membranaire (CAM ou C5b-9), qui forme un pore cylindrique 
transmembranaire d’un diamètre d’environ 70 à 100 Å, à l’origine des activités lytiques du 
complément26,27.    
 
 
1.2 Les fonctions du complément 
 
L’activation de la cascade du complément donne ainsi naissance à de nombreux acteurs 
(anaphylatoxines, CAM, opsonines), qui participent à la défense de l’hôte vis-à-vis des 
agents pathogènes. Leurs fonctions sont multiples (résumées dans la figure n°4, p.28), et ce 
d’autant plus qu’ils interagissent avec d’autres protéines impliquées dans la régulation, 
notamment, de l’inflammation, de la coagulation ou de l’immunité adaptative.  
 
1.2.1 Rôles des anaphylatoxines  
 
Les anaphylatoxines C3a, C4a et C5a, fragments actifs issus du clivage respectif de la chaîne 
α des protéines C3, C4 et C5, sont des polypeptides cationiques d’environ 10kDa, qui 
constituent d’importants médiateurs de l’inflammation. C5a est, parmi elles, 
l’anaphylatoxine la plus efficace, tandis que les fonctions du C4a sont moins bien définies 
(C5a < C3a < C4a)28. Toutes trois présentent un résidu arginine carboxy-terminal qui peut 
être clivé par des carboxypeptidases, ce qui diminue fortement leurs propriétés 
inflammatoires29,30.     
Les récepteurs des C3a et C5a sont respectivement les C3aR (54kDa) et C5aR (48kDa), 
auxquels s’ajoutent un troisième récepteur plus récemment identifié, le C5L2 ou C5aR2
31. 
Celui-ci présente environ 60% d’homologie avec les C3aR et C5aR et est capable de lier les 
deux peptides32. Les travaux actuels tendent à le définir comme un antagoniste fonctionnel 
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du C5aR mais ses fonctions restent encore imprécises33. C3aR et C5aR appartiennent, tous 
deux, à la famille des récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines 
G34,35. Ils sont fortement exprimés, en particulier le C5aR, à la surface des cellules d’origine 
myéloïdes (granulocytes, monocytes/macrophages, cellules dendritiques) ainsi qu’à celle 
des cellules endothéliales (HUVECs ; cellules endothéliales microvasculaires murines)36,37. 
Leur expression endothéliale est, par ailleurs, majorée sous l’effet de stimuli 
proinflammatoires. La synthèse de C5aR est ainsi augmentée par l’IFNγ, le LPS et l’IL-6 au 
sein de cellules endothéliales micovasculaires37.   
L’activation des C3aR et C5aR induit différentes voies de signalisation intracellulaire et ainsi 
divers effets biologiques, variables en nature et/ou en intensité en fonction du récepteur 
activé et de la cellule-cible. Brièvement, les principales conséquences biologiques de la 
liaison des anaphylatoxines à leurs récepteurs sont les suivantes :  
- Augmentation de la perméabilité vasculaire, par stimulation des mastocytes et des 
polynucléaires basophiles, qui libèrent alors de l’histamine, ainsi que par induction d’une 
rétraction des cellules endothéliales38,39; 
- Stimulation de la synthèse de cytokines inflammatoires, en particulier de TNFα, d’IL-1 et 
d’IL-640 ,41; 
- Chimioattraction des cellules inflammatoires (polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et 
basophiles, monocytes/macrophages ainsi que lymphocytes T et B activés)42 de façon 
direct ou via l’augmentation de synthèse d’IL-8 et de RANTES par les cellules 
endothéliales36;       
- Activation des cellules endothéliales, avec notamment augmentation de l’expression 
membranaire des molécules d’adhérence (VCAM-1, ICAM-1 et E-selectine)43 et libération 
de Facteur de von Willebrand (FvW) et de P-selectine à leur surface44 ; 
- Dégranulation des granulocytes (neutrophiles, éosinophiles, basophiles) et des 
mastocytes induisant la libération de nombreux facteurs proinflammatoires et/ou 
prothrombotiques42;   
- Migration trans-endothéliale des neutrophiles et éosinophiles45,46 ;  
- Effets prothrombotiques à travers, notamment, une activation plaquettaire, 
l’augmentation d’expression endothéliale de facteur tissulaire (FT)47 et la stimulation de 
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synthèse par les mastocytes, d’inhibiteur de type I de l’activateur du plasminogène aux 
effets anti-fibrinolytiques48 ;  
- Modulation complexe de la réponse immune adaptative, principalement lymphocytaire T, 
avec pour le C5a une induction des réponses Th1 et Th17 (sauf pour certains modèles 
expérimentaux) et une inhibition Th2, et pour le C3a une induction des réponses Th1 et 
Th2 (là aussi, à l’exception de certains modèles expérimentaux) et une inhibition 
Th1749. Ce dernier point illustre bien la complexité du fonctionnement de ces peptides, 
qui peuvent s’avérer être des régulateurs négatifs de la réponse immunitaire et ce 
probablement dans le but de limiter une réponse systémique trop excessive et donc 
délétère, comme il peut exister, par exemple, dans le choc septique.    
 
Les anaphylatoxines interviennent donc dans les différentes étapes de l’inflammation et 
dans l’acquisition d’un phénotype vasculaire prothrombotique. Elles sont également 
impliquées dans les processus de régénération et de fibrose tissulaire50,51.  
 
 
1.2.2 Rôle du complexe d’attaque membranaire 
 
Lyse cellulaire par le complexe d’attaque membranaire 
Le complexe d’attaque membranaire (CAM) forme des pores transmembranaires d’un 
diamètre d’environ 100 Å à la surface des cellules cibles52. Ces pores, en laissant passer les 
molécules d’eau et petits ions à travers la membrane plasmique, sont responsables d’un 
déséquilibre osmotique létal. L’augmentation de la concentration de Ca2+ intracellulaire 
induite par les CAM peut également, à concentrations lytiques, entraîner une dysfonction 
mitochondriale susceptible de conduire à la mort cellulaire53.   
La lyse est d’autant plus efficace que les pores sont nombreux. Leur concentration à la 
surface des cellules cibles peut d’ailleurs être diminuée par des mécanismes d’endocytose 
ou de clivage membranaire54 ,55. D’autre part, les cellules nucléées sont plus résistantes à 
l’action des CAM.  
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Fonctions sublytiques du complexe d’attaque membranaire 
Lorsque la concentration membranaire de CAM est insuffisante pour induire la mort 
cellulaire, elle est dite sublytique. Les conséquences de la liaison de C5b-9 sublytique et des 
complexes sublytiques C5b-7 et C5b-8 sont multiples. Elles comprennent notamment une 
augmentation de la concentration intracellulaire de Ca2+ et d’AMP (adénosine 
monophosphate), responsable de l’activation de divers voies ou médiateurs de 
signalisation intracellulaire (NFκB, protéine kinase C, inflammasome NLRP3, phospholipase 
A2, phosphatidylinositol-3-kinase)56-59. Ainsi, le CAM sublytique induit la production d’une 
grande variété de cytokines et médiateurs proinflammatoires ainsi que l’expression à la 
surface des cellules endothéliales d’ICAM-1, VCAM-1 et E-selectine60 et la migration trans-
endothéliale des neutrophiles61.    
Le CAM sublytique contribue également à l’acquisition d’un phénotype vasculaire 
prothrombotique en activant, notamment, les plaquettes et les cellules endothéliales : il 
induit la sécrétion, par ces cellules, de multimères de haut poids moléculaire du FvW et de 
P-selectine62 ,63 ; il stimule la synthèse endothéliale de facteur tissulaire, qui s’accompagne 
d’une augmentation de facteur X activé64 ; il induit une réorganisation de leurs 
phospholipides membranaires, créant un environnement favorable à la coagulation ; il  
favorise la vésiculation des membranes endothéliales et plaquettaires à l’origine de 
microparticules riches, notamment, en facteurs Va et VIIIa nécessaires à la génération des 
complexes prothrombinase et tenase65,66; le CAM peut également catalyser la 
prothrombine en l’absence de facteur V67; enfin, il peut induire une rétraction cellulaire 
(« gap » intercellulaire), susceptible d’exposer la matrice sous-endothéliale aux fortes 
propriétés prothrombotiques68.  
Par ailleurs, à concentration sublytique, le C5b-9 est également impliqué dans la régulation 
du cycle cellulaire et de l’apoptose69,70.   
 
Fonctions du C5b-9 soluble 
Le C5b-9 soluble, issu d’un assemblage du CAM en phase fluide, ne peut s’intercaler dans 
les membranes et n’a donc pas d’effet cytolytique direct. Il a, néanmoins, été montré que 
ce complexe pouvait induire une augmentation de l’expression de facteur tissulaire et de 
molécules d’adhérence (ICAM-1, VCAM-1, E-selectine) à la surface des cellules 
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endothéliales60, favoriser le recrutement et la migration trans-endothéliale des 
neutrophiles61 et augmenter la perméabilité vasculaire71.       
 
 
1.2.3 Rôles des opsonines  
 
Certaines protéines du complément interviennent, par mécanisme d’opsonisation, dans les 
processus de clairance des agents pathogènes, complexes immuns, antigènes, débris 
cellulaires et cellules apoptotiques, ainsi que dans les processus de présentation d'antigène, 
participant de cette façon à la modulation de la réponse immunitaire adaptative.   
Ces fragments du complément, aux propriétés d’opsonines, sont principalement issus du 
clivage des protéines C3 et C4 et regroupent le C4b ainsi que le C3b et ses produits de 
dégradation, iC3b, C3dg et C3d. Les protéines de reconnaissance des voies classiques et 
lectine-dépendantes - C1q, MBL et ficolines- sont également susceptibles de jouer ce rôle. 
Les surfaces cibles opsonisées peuvent être reconnues par des récepteurs spécifiques 
portés notamment par les cellules phagocytaires. Ces récepteurs possèdent des spécificités 
de fonction et de distribution cellulaire, et sont principalement : le CR1 (CD35), également 
impliqué dans la régulation du complément et dont les caractéristiques seront détaillées 
dans la section 2.3.2 (p.44) ;  les CR3 (CD11b/CD18) et CR4 (CD11c/CD18), qui tous deux 
appartiennent à la famille des intégrines-β2 et sont richement exprimés à la surface des 
neutrophiles et monocytes/macrophages, favorisant notamment leurs fonctions 
phagocytaires par la reconnaissance du iC3b72 ; la protéine CR2 (CD21), glycoprotéine 
transmembranaire, reconnaissant iC3b, C3d et C3dg, présente à la surface des lymphocytes 
B où elle est impliquée dans la réponse cellulaire à l’antigène (le CR2 est par contre absent 
des cellules phagocytaires) ; et le CRIg, récepteur de la superfamille des immunoglobulines, 
exprimé principalement à la surface des cellules hépatiques de Kupffer, qui reconnaît les 
fragments iC3b, C3b et C3c.  
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Figure n°4 : Les différents effecteurs du complément (adaptée de Dunkelberger et al, Cell 
Research, 2010) 42  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il apparaît donc, au vu des propriétés proinflammatoires et prothrombotiques des différents 
effecteurs du complément, de leur interaction avec les cellules endothéliales, leucocytes et 
plaquettes, que l’activation excessive de ce système puisse fortement contribuer au 
développement des lésions de microangiopathie thrombotique observées dans le syndrome 
hémolytique et urémique atypique, prototype de pathologie liée à une dysrégulation de la 
voie alterne du complément.  
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2. Etude centrée sur la voie alterne 
 
La voie alterne est la plus ancienne voie d’activation du complément du point de vue 
phylogénique73 et quantitativement la plus importante74. Cette section portera sur les 
particularités de cette voie en détaillant d’une part, les mécanismes et acteurs aptes à 
l’initier et d’autre part, les protéines impliquées dans sa régulation.   
 
2.1 La protéine C3  
 
Le C3 est la protéine centrale du système du complément et le principal acteur de la voie 
alterne. Il appartient, tout comme C4 et C5, à la famille des α2macroglobulines. Son gène, 
composé de 42 exons, est situé sur le chromosome 19 (19p13) et code pour une 
glycoprotéine plasmatique abondante (≈1g/L) de synthèse majoritairement hépatique75.  
Une synthèse extra-hépatique de C3 a également été décrite au sein d’autres cellules, 
parmi lesquelles les monocytes/macrophages76 ,77, les polynucléaires neutrophiles78 et les 
cellules endothéliales79. Le rein constitue, en particulier, un site important de production 
de C380, par les cellules épithéliales tubulaires et glomérulaires81 ainsi que par les cellules 
endothéliales et mésangiales glomérulaires82 ,83. Cette synthèse extra-hépatique, qui est 
majorée sous l’effet de cytokines proinflammatoires (TNFα82,84, IFNγ83, IL-1β85, IL-286) 
pourrait participer à une activation locale du complément. Un rôle de la production locale 
de C3 a ainsi été suggéré dans la physiopathologie de certaines pathologies rénales87,88. 
Le C3 est une glycoprotéine, composée de deux chaînes polypeptidiques, α (100 kDa) et β 
(75 kDa), reliées entre elles par un pont disulfure et organisées en 13 domaines, détaillés 
dans la figure n°5 (p.30). Sa structure tridimensionnelle a été précisée en 2005 par 
cristallographie89.  
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Figure n°5 : Structure de la protéine C3 (adaptée de Janssen et al, Nature 2005) 89 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le domaine TED (thioester-containing-domain), situé sur la chaîne alpha, contient un 
groupement thioester hautement réactif, qui va permettre au C3b de se lier de façon 
covalente à ses ligands. Ce groupement est formé par une trans-estérification post-
traductionnelle entre un résidu cystéine et un résidu glutamine. Il est internalisé au sein de 
la protéine native, protégé par les domaines macroglobulines, en particulier MG889 ,90.  
Le clivage du C3 au niveau de ses résidus Ser726-Arg727, par hydrolyse spontanée ou 
protéolyse, induit la libération du domaine ANA, à l’origine de l’anaphylatoxine C3a. La 
perte de ce domaine s’accompagne de modifications conformationelles du C3b ainsi formé, 
responsables notamment de l’exposition du groupement thioester hautement labile. Ce 
dernier peut alors former une liaison covalente de type ester avec une protéine 
environnante, porteuse d’un groupement réactif -OH. Il peut ainsi lier le FB et constituer, 
comme décrit précédemment, une C3 convertase alterne. Les changements de 
conformation induits par le clivage du domaine ANA, conduisent également à l’exposition 
Le C3 se compose de 13 domaines : 
- de 8 domaines homologues nommés domaines 
macroglobulines (MG1 à 8) ;  
- d’un domaine LNK (linker region) ; 
- d’un domaine tetra-arginine proC3 processing ; 
- d’un domaine ANA, qui générera après clivage 
le C3a ; 
- d’un domaine CUB 
- d’un domaine TED  
Les domaines CUB et TED généreront après 
clivage successif les fragments C3d, C3g et C3f. 
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d’autres sites de fixation qui vont permettre au C3b d’interagir avec ses nombreux ligands, 
activateurs, régulateurs ou récepteurs. Sa liaison, notamment, à certaines protéines 
régulatrices du complément, aux fonctions de cofacteur du facteur I, va permettre sa 
protéolyse successive en iC3b puis C3dg. Le fragment C3dg peut ensuite être clivé par des 
enzymes tissulaires en C3d. Comme nous l’avons vu précédemment, ces fragments sont 
principalement impliqués dans l’opsonisation des surfaces cibles.  
 
Figure n°6 : Représentation schématique des différentes étapes de clivage du C3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2 Phase initiale de la voie alterne du complément  
 
2.2.1 Le  « tick-over »   
 
A la différence des voies classique et lectine, la voie alterne est déclenchée par une 
hydrolyse spontanée du C3. Ce processus, désigné sous le terme de « tick-over », 
L’activation du C3 par clivage protéolytique génère la formation de C3a et C3b, dont le pont 
thioester devient alors exposé. Le C3b est ensuite dégradé en iC3b et C3f par l’action du FI en 
présence d’un cofacteur (FH, MCP, CR1 ou C4BP). Le iC3b est, lui, clivé en C3dg et C3c par le FI 
en présence de CR1. 
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surviendrait à bas bruit de façon continu et permet à l’organisme une réactivité immédiate 
vis-à-vis des agents pathogènes. En effet, l’hydrolyse du C3 génère du C3(H2O), capable de 
lier le fragment Bb du FB et donc de former en phase fluide une C3 convertase alterne 
initiatrice. Celle-ci peut cliver du C3 et générer du C3b qui, en cas de liaison non régulée à 
une surface activatrice, donnera lieu à la formation d’une C3 convertase alterne tissulaire 
et à l’activation du complément. Notons que le C3(H2O) est, tout comme le C3b, soumis à 
régulation par le FI, formant ainsi du iC3(H2O). 
L’hypothèse du caractère spontané de cette hydrolyse ou « tick-over » a été introduite 
initialement pour expliquer la présence, en conditions natives, de C3b dans le plasma. 
Pangburn et al ont, en effet, mis en évidence, en l’absence de toute stimulation, une 
hydrolyse d’une petite fraction du C3 plasmatique, de l’ordre de 0,2 à 0,4%/heure18.  
Le caractère spontané de cette hydrolyse du C3 est actuellement discuté. D’une part, les 
expériences initiales étaient réalisées, in vitro, avec du C3 purifié et donc en l’absence de 
régulateurs du complément; d’autre part, il est apparu que cette hydrolyse pouvait être 
accélérée par l’interaction du C3 avec différentes interfaces biologiques ou artificielles. De 
fait, certains auteurs considèrent actuellement le C3, non plus comme une molécule inerte 
sujette à l’hydrolyse, mais comme une protéine de contact, qui s’hydrolyse dans 
l’environnement d’éléments pathogènes ou autres surfaces activatrices91,92.  
 
2.2.2 Surfaces amorçant l’activation de la voie alterne du complément   
 
Ainsi, la présence de C3(H2O) a été mise en évidence sur différentes surfaces, suggérant 
qu’à leur contact le C3 puisse s’hydrolyser ou accélérer son hydrolyse spontanée. Ce faisant, 
ces surfaces constituent des sites déclencheurs de l’activation du complément par la voie 
alterne (figure n°7, p.34).  
 
Plaquettes et microparticules plaquettaires 
Il a été montré que les plaquettes activées pouvaient déclencher la cascade du 
complément par l’intermédiaire de la voie classique93 et de la voie alterne94. 
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L’activation des plaquettes, par la thrombine, le C3a ou le contact avec le collagène de la 
matrice sous-endothéliale (brèche vasculaire) ou le facteur de von Willebrand, induit le 
relargage du contenu de leurs granules α95,96. Celles-ci sont notamment riches en 
composants du complément - C3, FD, FH, clusterin - ainsi qu’en P-selectine (CD62)97,98. 
Cette dernière est une protéine d’adhérence, stockée dans les granules α plaquettaires et 
dans les corps de Weibel-Palade endothéliaux, rapidement sécrétée après activation de ces 
cellules et qui intervient notamment dans la diapédèse leucocytaire. En 2005, Del conde et 
al ont rapporté, in vitro, que la P-selectine plaquettaire était fortement impliquée dans 
l’activation de la voie alterne observée à la surface des plaquettes activées. Les auteurs ont 
suggéré pour mécanisme la liaison du C3b à la P-selectine94. Secondairement, la 
caractérisation des fractions C3 liées aux plaquettes a permis de montrer que la P-selectine 
liait également le C3(H2O), et ce plus fortement que le C3b
91,99. Ainsi les plaquettes activées 
apparaissent capable d’initier la voie alterne, rendant compte d’une activation rapide du 
complément au niveau des thrombi.  
Les mêmes capacités d’activation ont été rapportées pour les microparticules plaquettaires. 
Ces vésicules de petite taille issues des membranes plaquettaires sont impliquées dans 
l’inflammation100 et dans l’hémostase avec une activité procoagulante 50 à 100 fois 
supérieure à celle des plaquettes activées101. Elles disposent également à leur surface de P-
selectine102 et de récepteurs gC1qR/p33, qui leur permettent d’activer respectivement les 
voies alterne94 et classique103, selon des mécanismes similaires à ceux rapportés à la 
surface des plaquettes. 
Plaquettes et microparticules plaquettaires sont, de fait, richement pourvues en régulateur 
du complément (DAF, CD59, clusterin)103. Le FH peut également se lier aux plaquettes 
activées via les intégrines et glycoprotéines plaquettaires, αIIb-βIII et GpIIb-IIIa104,105 ou via 
la thrombospondin-1106.   
 
Les Biomatériaux  
L’activation de la voie alterne en cas d’exposition du plasma à des biomatériaux (circuits de 
circulation extracorporelle, cathéters, prothèses cardiaques ou vasculaires) est depuis 
longtemps connue107 ,108. Cette activation est en partie dépendante des voies classique et 
lectine109 qui activent indirectement la voie alterne via la boucle d’amplification, mais il a 
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également été montré que ces surfaces adsorbaient le C3 avec pour conséquence une 
activation directe de la voie alterne. En effet, cette adsorption modifie la conformation du 
C3, libérant son domaine thioester, à la manière du C3b. Ce C3 adsorbé est ainsi capable de 
lancer l’assemblage d’une C3 convertase alterne et d’activer le complément110 ,111.        
 
Les surfaces gazeuses 
Il a été montré que l’interaction entre gaz (oxygène, air, nitrogène) et plasma, qui en 
pratique peut s’observer lors de l’oxygénation sanguine dans les bypass cardiopulmonaires, 
induisait également une activation du complément112. Cette activation est la conséquence 
de la génération de C3(H2O) à l’interface fluide/gaz selon un mécanisme proche de celui 
observé sur les biomatériaux91.  
 
Les surfaces lipidiques 
Une activation de la voie alterne a été rapportée sur des modèles de liposomes ou 
micelles113, suggérant une capacité du C3 à s’hydrolyser au contact de certaines surfaces 
lipidiques, particulièrement lorsqu’elles sont riches en phosphatidylsérine et 
phosphatidyléthanolamine114 ,115. Ce mécanisme expliquerait en partie l’activation du 
complément par la voie alterne à la surface des érythrocytes drépanocytaires désoxygénés 
ainsi qu’à celle des cellules apoptotiques, où survient une redistribution des phospholipides 
entre les faces internes et externes de la membrane plasmique, responsable d’une 
surexposition notamment de phosphatidylsérine69,115 .  
 
Figure n°7 : Surfaces initiatrices de la voie alterne du complément (adaptée de Nilsson et al, 
Immunobiology, 2012) 91 
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2.2.3 La properdine  
 
Le défaut de régulation constitue le mécanisme traditionnellement retenu pour expliquer 
l’activation du complément après liaison du C3b à ses surfaces cibles. Ce mécanisme est 
notamment impliqué dans l’apoptose, les cellules apoptotiques se caractérisant, en effet, 
par une diminution de l’expression de plusieurs régulateurs membranaires (MCP, DAF, 
CD59)69. Plus récemment, d’autres mécanismes ont été rapportés, impliquant en 
particulier la properdine.  
La properdine est une protéine circulante, dont le gène est situé sur le bras court du 
chromosome X. Elle se compose de 1 à 4 sous-unités identiques de 53kDa, chargées 
positivement. Chaque sous-unité est formée de six domaines TSR (thrombospondin type I 
repeat: TSR-1 to TSR-6) et d’un domaine N-terminal116. Sa concentration est de l’ordre de 4 
à 6 μg/ml dans le plasma, où elle évolue sous forme di, tri ou tétramérique, cette dernière 
étant la plus fonctionnelle117. Elle est majoritairement synthétisée par les monocytes, les 
lymphocytes T118 ainsi que par les neutrophiles, où elle est alors stockée dans des granules 
et rapidement libérée après stimulation119.  
D’une part, la properdine constitue un régulateur positif de la voie alterne : en se liant au 
C3b, elle limite son clivage protéolytique par le FI et elle stabilise les complexes C3bB et 
C3bBb120. Elle augmente ainsi de 5 à 10 fois la demi-vie de la C3 convertase alterne121, qui 
est autrement d’environ 90 secondes122 ,123. Même si l’activité fonctionnelle de la C3 
convertase peut être obtenue en l’absence de properdine123, son importance est suggérée 
chez les patients génétiquement déficitaires en properdine, sujets aux infections à 
méningocoques de façon similaire qu’en cas de déficit en C3124.  
D’autre part, la properdine pourrait directement participer à l’activation de la voie alterne, 
concept reprenant l’hypothèse, initialement décriée, du «système de la properdine» 
proposé par Pillemer et al en 1954. En effet, en 2006, Hourcade et al ont montré in vitro 
que la properdine fixée à une surface pouvait, en présence de magnésium, lier le C3b et 
constituer une plateforme pour l’assemblage d’une C3 convertase alterne120 ,125. Les 
auteurs suggèrent que la properdine, via sa liaison initiale à des cibles spécifiques, pourrait 
ainsi activer la voie alterne de façon plus spécifique.  
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Ce mécanisme est notamment impliqué dans l’activation de la voie alterne observée à la 
surface des cellules apoptotiques126, où les molécules de C3b et iC3b ainsi générées 
pourraient favoriser secondairement la phagocytose de ces cellules127, ainsi qu’à la surface 
des polynucléaires neutrophiles activés128. La reconnaissance par la properdine de ses 
surfaces cibles pourrait être dépendante des glycosaminoglycanes membranaires129.   
 
Figure n°8 : Fonctions de la properdine au sein de la voie alterne du complément (adaptée de 
Spitzer et al, Journal of Immunology 2007)125  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.4 Autres mécanismes d’activation de la voie alterne  
 
La boucle d’amplification 
La voie alterne peut aussi être activée indirectement par les autres voies d’activation du 
complément, pour lesquelles la voie alterne représente une boucle d’amplification de la 
cascade du complément. Les molécules de C3b générées par la C3 convertase classique, 
après activation des voies classique ou lectine-dépendante, peuvent elles aussi interagir 
avec le FB et aboutir à la formation de C3 convertases alternes130. Par l’intermédiaire de 
cette boucle d’amplification, la densité de C3b sur les surface-cibles augmente, formant, en 
l’absence de régulation autant de C3 convertases alternes qui, à leur tour, vont générer du 
C3b par clivage du C3. Ainsi, il a été montré que la voie alterne contribuait pour 80% à la 
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formation du C5a et du C5b-9, dans le cadre d’une activation initiale et spécifique de la 
voie classique131.  
 
Activation par la voie lectine (Lectin C2 bypass pathway) 
Selander et al ont montré in vitro que les résidus MBL fixé à leur cible pouvaient, en cas de 
déficit en C2, activer la voie alterne132. Ce mécanisme aurait pour particularité d’être peu 
sensible à l’inactivation par le facteur H et le facteur I. Le rôle physiologique de cette voie, 
en dehors des cas de déficiences en C2, reste à préciser.  
 
Activation par les IgG 
En phase fluide, deux molécules de C3b peuvent se complexer à une IgG, pour former des 
complexes C3b2-IgG, qui pourraient servir de plateforme à la formation d’une C3 
convertase alterne. Ce complexe présenterait quelques spécificités : d’une part, sa liaison à 
la properdine précèderait celle au FB et sa demi-vie serait de fait supérieure à celle du C3b 
libre ; d’autre part, la C3 convertase générée à partir de ce complexe serait plus résistante 
à l’action régulatrices des facteurs I (FI) et H (FH)24.  
 
2.3 Régulation de la voie alterne du complément 
 
Le complément est un système puissant mais 
peu spécifique, qui requiert donc d’être 
finement régulé. Il existe ainsi un réseau de 
protéines régulatrices solubles et/ou 
membranaires, qui agissent via deux modes 
d’action principaux (figure n°9), en favorisant 
la dissociation de la C3 convertase alterne ou 
en tant que cofacteur du FI pour la 
dégradation du C3b. Il est probable que cette 
redondance de fonctions, serve à « sécuriser » 
la régulation de ce système et à pallier 
l’éventuelle défaillance d’une des protéines.  
Figure n°9 : Régulation de la voie 
alterne du complément 
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2.3.1 Régulateurs plasmatiques de la voie alterne   
  
Le Facteur H 
Découvert en 1965133, le FH est considéré comme la principale protéine de régulation de la 
voie alterne du complément134 ,135. 
Cette protéine est codée à partir du gène CFH, composé de 23 exons et situé sur le 
chromosome 1 (1q32), au sein du locus RCA (Regulator of Complement Activation), 
dénommé ainsi car 15 de ses 61 gènes codent pour des protéines de régulation du 
complément136. 
La structure primaire du FH est simple, ses 1213 acides aminés forment une chaîne de 150 
kDa, composée de 20 modules similaires, appelés SCR (Short Consensus Repeat) ou CCP 
(Complement-control protein module), constitué chacun d’une courte séquence d’environ 
60 à 70 résidus. Chaque SCR s’organise en feuillets β et en une boucle hypervariable. Celle-
ci forme une structure ellipsoïde, observée en analyse tridimensionnelle, au sein de 
laquelle peuvent venir se lier différents ligands137,138. La variabilité des propriétés 
structurelles de cette boucle confère la spécificité de ligands d’un SCR à un autre139. Le FH 
est une protéine, par ailleurs, hautement glycosylée, sans que cette glycosylation n’ait, 
semble-t-il, d’incidence sur ses fonctions140.  
Le FH est une protéine circulante dont la concentration plasmatique physiologique est 
d’environ 500mg/L. Il est majoritairement et constitutivement sécrété par les hépatocytes 
mais peut être exprimé localement par différents types cellulaires, notamment les cellules 
endothéliales (HUVEC)141, les plaquettes142, les cellules épithéliales rétiniennes143 ou 
mésangiales glomérulaires144, synthèse induite notamment par l’IFNγ141 ,144. Elle 
permettrait de moduler localement la concentration de FH, renforçant ainsi au besoin la 
protection des cellules hôtes vis-à-vis d’un complément activé.  
Une des particularités du FH est de réguler la voie alterne du complément aussi bien en 
phase fluide145 qu’à la surface des cellules146. En effet, il a été montré qu’en l’absence de 
FH dans le plasma, il survenait une activation spontanée de la voie alterne, se traduisant 
par une consommation des FB et C3. D’autre part, le FH est capable de se lier à des 
surfaces riches en glycosaminoglycanes (GAG). Il participe ainsi à la discrimination entre 
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agents pathogènes et cellules hôtes, qui sont riches en GAG, protégeant ces dernières de 
l’activation du complément146.  
Le FH a trois fonctions de régulation, portées par ses SCR1-4, dans sa région N-terminale :  
i/ il entre en compétition avec le FB pour la liaison au C3b et peut ainsi prévenir la 
formation de la C3 convertase en phase fluide et à la surface des cellules hôtes147 ; 
ii/ il constitue un des cofacteurs du FI: la liaison C3b-FH sert de plateforme de fixation au FI 
qui peut alors cliver le C3b en iC3b148. Le FI se fixe, d’ailleurs, au C3b lié au FH avec plus 
d’affinité qu’au C3b isolé149;  
iii/ il accélère la dissociation irréversible de la C3 convertase alterne par déplacement du 
fragment Bb150.  
Le FH possède de multiples sites de liaisons, qui sont distribués sur ses différents SCR et qui 
« collaborent » entre eux134. Ses deux principaux ligands sont le C3b et les GAG, pour qui il 
possède plusieurs sites de liaison (figure n°10).  
 
Figure n°10 : Les principaux sites de liaison du FH avec le C3b et les GAG 
 
 
 
 
 
Le FH peut lier le C3b via, d’une part ses SCRs 1-4, par lesquels il exerce les fonctions de 
régulation décrites ci-dessus, et d’autre part ses SCRs 19-20. Les SCRs 19-20 ont une forte 
affinité (KD 2-4 uM) pour le C3b immobilisé, et ce de façon plus marqué à la surface des 
cellules de l’hôte qu’à celle des agents pathogènes151. Cette affinité FH-C3b serait 
renforcée par l’environnement riche en GAG des cellules de l’hôte146. En effet, les SCRs 19-
20 constituent également le principal site de liaison du FH aux GAG membranaires (KD 5-10 
uM). Ils partagent cette fonction avec les SCR 6-8152,153,  de façon présumée synergique154. 
Le FH peut également lier d’autres ligands, tels que les plaquettes par ses SCRs 19-20105, la 
pentraxin 3155, l’ADN, les histones, l’annexin II156, ainsi que des marqueurs de stress 
oxydatifs ou d’inflammation comme la CRP157, le malondialdehyde acetaldehyde158 ou les 
lipides oxydés159. Le recrutement du FH à la surface de cellules souffrantes peut avoir deux 
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intérêts, d’une part limiter la lyse cellulaire par le CAM et ainsi empêcher la nécrose 
cellulaire qui est immunogène et d’autre part, promouvoir la formation de iC3b pour 
faciliter la clairance de ces cellules par les phagocytes.  
Le FH circule majoritairement sous forme monomérique, mais une oligomérisation a été 
rapportée au contact de surfaces polyanioniques160 et il a été montré qu’une molécule 
d’héparine pouvait lier plusieurs molécules de FH161. Les GAG pourraient influencer les 
caractéristiques électrostatiques du FH, modifier son architecture et entrainait ainsi une 
exposition de sites de liaison normalement cryptiques162. Une des hypothèses actuelles 
propose qu’en phase fluide, le FH circule sous une forme compactée qui n’expose pas 
l’ensemble de ces sites d’interaction, ce qui ne gêne pas le contrôle plasmatique de 
l’amplification de la voie alterne, tandis qu’à la surface des cellules, sous l’influence des 
GAG, il libère d’autres sites fonctionnels lui autorisant plus de liaisons.  
 
Les protéines apparentées au FH 
CFHL-1 
Le CFHL-1 (Complement Factor H Like protein) est issue d’un épissage alternatif de l’ARNm 
du FH et se compose des SCR1-7, dont seuls les 4 acides aminés C-terminaux sont 
spécifiques163. Il s’agit d’une protéine circulante (10-50ug/ml) qui partage avec le FH ses 
fonctions de régulation du complément en phase fluide via ses SCRs 1-4 (cofacteur du FI et 
dissociation des C3 convertases)164. Il possède également un site de liaison à l’héparine 
localisé sur son SCR7152.       
 
CFHR 
À proximité du gène du FH sont situés cinq gènes codant pour des protéines apparentées 
présentant une forte homologie avec le FH : les CFHR1 à 5 (Complement Factor H Related 
Proteins). Leurs spécificités structurelles sont comparées à celle du FH dans la figure n°11 
(p.41).  L’état des connaissances sur leurs fonctions, encore mal identifiées, a récemment 
fait l’objet d’une revue165 et actuellement sont donc rapportés : 
- pour le CFHR1 : une capacité à lier l’héparine et le C3b par ses SCR3-5 qui ont une très 
forte homologie avec les SCR18-20 du FH, ce qui lui permettrait d’inhiber la formation de 
43 
 
C5 convertases et de CAM166. Le CFHR1 pourrait également être en compétition avec le 
FH pour la liaison au C3b167.   
- pour le CFHR2 : une capacité à lier le C3b par ses domaines SCR3-4, ce qui participerait à 
réguler la C3 convertase.  
- pour le CFHR3 et pour le CFHR4 : une capacité à lier le C3b et le C3d168. Une compétition 
avec le FH pour la liaison au C3b a été rapportée pour le CFHR3167. 
- pour le CFHR5 : une capacité à lier l’héparine par ses SCR5-7 (forte homologie avec les 
SCR12-14 du FH), la CRP ainsi que le C3b permettant, à haute concentration, une activité 
de cofacteur du FI et de dissociation de la C3 convertase169. Il entrerait en compétition 
avec le FH pour sa liaison au C3b. 
   
Figure n°11 : Le facteur H et ses protéines apparentées (adaptée de Makou et al., Biochemistry, 
2013)134 . 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le Facteur I  
Le FI est une enzyme de la famille des protéases à sérine, qui participe à la régulation des 
voies alternes et classiques du complément en clivant respectivement le C3b et le C4b.  
Son gène, situé sur le chromosome 4 (4q25), se compose de 13 exons, dont l’expression 
aboutit à une glycoprotéine de 88 kDa, hétérodimèrique, constituée d’une chaîne lourde 
(58kDa) et d’une chaîne légère (30kDa) unies par un pont disulfure. La fonction sérine 
protéase est portée par la chaîne légère dans laquelle se situe la triade catalytique 
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caractéristique, histidine-aspartate-sérine. La chaîne lourde est, elle, composée de 
plusieurs domaines : un domaine récepteur de SCR (ou domaine CD5) qui permettrait la 
liaison du FI à ses cofacteurs ainsi qu’un domaine FIMAC (Factor I and membrane attack 
complex) et deux domaines d’homologie aux récepteurs des LDL, dont les fonctions ne sont 
actuellement pas définies170. 
La concentration plasmatique du FI est d’environ 35 mg/l et augmente au cours des 
processus inflammatoires, notamment in vitro sous l’effet de l’IL-6 ou de l’IFNγ171 ,172. Sa 
sécrétion est majoritairement hépatique mais d’autres types cellulaires peuvent également 
l’exprimer (HUVECs, monocytes, fibroblastes et kératinocytes)170-172 .  
A la différence de la majorité des protéases à sérine qui circulent sous forme de 
proenzymes inactives, le FI, tout comme le FD, évolue dans le plasma sous forme active. 
Ceci peut s’expliquer par le fait que ces deux enzymes requièrent pour fonctionner que leur 
substrat se soit préalablement complexé avec une autre protéine. Dans le cas du FI, son 
activité protéolytique nécessite l’intervention d’autres protéines de régulation du 
complément en tant que cofacteurs: MCP et CR1 participent ainsi à l’inactivation du C3b et 
du C4b tandis que les FH et C4BP sont eux plus spécifiques d’une voie, alterne dans le 
premier cas et classique dans le second. Tant que le complexe cofacteur-substrat n’est pas 
formé, l’affinité du FI pour son substrat reste faible. Lorsque le C3b est lié à l’un de ses 
cofacteurs, le FI peut alors le cliver au niveau d’un résidu arginine, libérant un petit 
fragment de 3 kDa, le C3f et un fragment inactif de 186 kDa, le iC3b148 (figure n°6, p.31). Ce 
dernier ne peut plus lier le FB mais reste fixé aux membranes cellulaires, où il peut jouer le 
rôle d’opsonine.  
 
La C4BP  
La C4BP (C4 Binding Protein), dont le gène se situe dans le locus RCA, est une glycoprotéine 
plasmatique composée de plusieurs chaînes polypeptidiques (7 chaines α et une chaîne β) 
porteuses notamment de domaines SCR. Cette protéine participe essentiellement à la 
régulation des voies classique et lectine-dépendante, via sa fonction de cofacteur du FI 
pour l’inactivation protéolytique du C4b173 ainsi que par son activité de dissociation de la 
C3 convertase classique174. Une activité cofacteur du FI pour le clivage du C3b a également 
été rapportée mais reste anecdotique, puisqu’en conditions in vitro, comparativement au 
45 
 
FH, environ 1000 fois plus de C4BP sont nécessaires pour observer le même niveau de 
production de iC3b175.  
 
 
2.3.2 Régulateurs membranaires de la voie alterne  
 
La protéine MCP  
La MCP (Membrane Cofactor Protein) ou CD46 est une glycoprotéine transmembranaire, 
présente sous 4 isoformes de 51 à 68 kDa issus d’épissages alternatifs, qui cohabitent à la 
surface d’une même cellule.  
Son gène est localisé dans le locus RCA et se compose de 14 exons, qui codent pour: 4 
domaines SCR (exons 2 à 6) ; 1 ou 2 domaines riche en sérine, threonine, proline dits STP (C 
ou B+C) qui définissent deux isoformes (exons 7 à 9) ; un domaine juxta-membranaire de 
taille constante qui jouxte un domaine hydrophobe transmembranaire (exons 10 à 12) ; et 
un domaine intra-cytoplasmique, CYT-1 ou CYT-2 (exons 13 et 14), donnant lieu également 
à deux isoformes de MCP, qui permettent la transduction de signaux vers des fonctions 
cellulaires différentes176 ,177.  
L’expression de MCP est ubiquitaire, elle est notamment retrouvée à la surface de toutes 
les cellules circulantes, à l’exception des érythrocytes178. Son expression avec celle de DAF 
et CD59 peut être augmentée à la surface des cellules endothéliales par la CRP179. Elle 
diminue, par contre, à la surface des cellules apoptotiques69.  
La MCP participe à la régulation des voies classique et alterne par ses fonctions de 
cofacteur du FI, avec un rôle néanmoins plus secondaire que celui du FH vis-à-vis du C3b180. 
Ses sites de liaison pour les C4b et C3b sont localisés dans les SCR2-4, et plus 
spécifiquement dans le SCR4 pour le C3b181.  
Depuis dix ans d’autres fonctions ont été attribuées à la MCP. Elle intervient notamment 
dans l’immunité adaptative en induisant, après costimulation de lymphocytes T CD4+ naïfs, 
leur prolifération et leur différenciation vers un phénotype T régulateur. Elle inhiberait, par 
ailleurs, la production d’IL-12 par les macrophages et l’activité des cellules NK182. Enfin, 
cette protéine est aussi impliquée dans la fertilité et peut constituer un récepteur pour 
certains pathogènes viraux ou bactériens178.  
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La protéine DAF  
DAF (Decay Accelerating Factor) ou CD55 est également codé à partir d’un gène situé sur le 
locus RCA. Il s’agit d’une glycoprotéine, de 70kDa, ancrée à la membrane par un domaine 
GPI (glycosylphosphatidylinositol) et composée de 4 SCRs. Cette protéine a également une 
expression ubiquitaire et participe, comme la MCP, à la régulation des voies classique et 
alterne, non pas par une activité cofacteur mais en accélérant la dissociation et en 
prévenant la formation de nouvelles C3 et C5 convertases183. Cette activité est portée, pour 
la voie alterne par les SCR2-4 et pour la voie classique par les SCR2-3184.  
Une des particularités de DAF est de présenter un turn-over, à la surface des cellules, plus 
important que celui observé pour les autres protéines de régulation membranaire du 
complément. En effet, en cas d’inhibition de la synthèse protéique, son expression diminue 
de presque 50% à la surface des cellules endothéliales (HUVEC) en 24h, tandis que sa 
concentration dans le surnageant de culture augmente. Il s’agit donc d’un clivage 
membranaire, qui ne semble pas dépendre de la PIPLC (phosphatidylinositol-specific 
phospholipase C) puisque dans le même temps l’expression de CD59, également ancrée par 
GPI, n’est, elle, pas modifiée185. Une autre particularité de DAF est d’être inductible par de 
nombreux stimuli. L’augmentation de son expression a ainsi été rapportée à la surface de 
cellules endothéliales sous l’effet notamment de cytokines pro-inflammatoires (IFN-β, 
TNFα)186, de β-FGF (β-fibroblast growth factor)187, d’histamine185, d’hème-oxygénase188, de 
VEGF (vascular endothelial growth factor)189 ou de thrombine190. Par ailleurs, tout comme 
MCP, DAF est un modulateur négatif de la réponse immune T191 et peut constituer un 
récepteur pour certains virus ou micro-organismes192.  
 
La protéine CR1 (type 1 Complement Receptor) 
Le CR1 (CD35 ou C3b/C4b récepteur) est une glycoprotéine transmembranaire composée 
d’une chaîne unique de 30 SCRs organisée en 3 à 6 LHRs (Long Homologous Repeat), dont 
le gène appartient également au locus RCA.  
 CR1 est exprimé à la surface de la majorité des cellules circulantes193, en particulier sur les 
érythrocytes qui portent près de 90% du pool total de CR1177. Au niveau tissulaire, le CR1 
est retrouvé à la surface des podocytes glomérulaires194, des astrocytes et des cellules des 
follicules dendritiques177. Il n’est pas exprimé par les cellules endothéliales195, de sorte que 
MCP constitue sur ces cellules le seul cofacteur membranaire du FI.  
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Le CR1 possède 3 sites de liaison au C4b et deux au C3b. Il partage à la fois les fonctions de 
DAF et MCP et participe donc à la régulation du complément en tant que cofacteur du FI 
pour le clivage du C3b et du C4b196 et en accélérant la dissociation des C3 et C5 convertases 
alterne et classique197. D’autre part, il est le seul cofacteur du FI pour le clivage du iC3b, à 
l’origine de C3dg196, ligand du récepteur CR2 présent à la surface des lymphocytes B198.  
Le CR1, en tant que récepteur des opsonines C3b et C4b, intervient également dans la 
clairance des complexes immuns et autres particules. Ces complexes immuns ou particules 
transitent, complexés au CR1 des érythrocytes essentiellement, jusqu’au foie ou à la rate 
où ils sont phagocytés par les macrophages199.    
 
 
2.3.3 Régulateurs de la voie terminale commune  
 
Le complexe d’attaque membranaire est sous la régulation de 4 protéines :  
- La vitronectine (protéine S) et le SP-40 (clusterine) qui inhibent la formation du CAM en 
liant C5b-7, C5b-8, C5b-9 ;  
- Les récepteurs HRF (Homologous Restriction Factor) regroupant le CD59 et le C8bp (C8 
binding protein) qui bloquent la polymérisation des molécules et donc la formation du 
CAM.  
 
Parmi elles, le CD59 (ou MIRL : Membrane inhibitor of reactive lysis), constitue une 
quatrième protéine de régulation membranaire du complément, dont l’expression est 
souvent étudiée, de façon concomitante à celles de DAF, MCP et CR1.  
Son gène n’est pas situé dans le locus RCA mais sur le chromosome 11, rendant compte 
d’une structure protéique ne comptant pas de SCR. Il s’agit d’une glycoprotéine de petite 
taille (20 kDa) ancrée, tout comme DAF, à la membrane par un domaine GPI. CD59 est 
exprimé à la surface de la plupart des tissus et sur toutes les cellules circulantes200. Il 
intervient dans la régulation du complément en liant le complexe C5b-8 ainsi que C9, 
bloquant ainsi la formation du canal transmembranaire et la lyse cellulaire201 ,202. Son rôle 
apparaît critique notamment à travers l’hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN). 
Cette pathologie secondaire à une mutation touchant les cellules hématopoïétiques, se 
48 
 
caractérise par l’existence de clones, notamment érythrocytaires, déficitaires en protéines 
ancrées par GPI, soit en CD55 et CD59. Ceci induit une susceptibilité des globules rouges à 
l’hémolyse complément-dépendante, responsable du tableau clinique associant anémie 
hémolytique, hémoglobinurie +/- thromboses. Bien que CD55 et CD59 soient tous deux 
absents, il est apparu, via des modèles murins, que le rôle de CD59 était prépondérant. De 
même, les patients avec un déficit isolé en DAF ne sont pas symptomatiques203,204 à la 
différence des patients avec un déficit isolé en CD59205.  
Par ailleurs, le CD59 est également impliqué dans l’activation des neutrophiles, l’activation 
lymphocytaire T et B et l’induction des cellules NK206. 
 
 
Le complément est donc un système complexe, finement régulé, aux multiples fonctions et 
interactions qui, équilibré, participe de façon essentiel au maintien de l’homéostasie. A 
l’inverse, sa dysfonction est impliquée dans de nombreuses pathologies. Les déficits en C3, 
properdine ou composants de la voie terminale exposent ainsi les patients à un sur-risque 
infectieux, en particulier à bactéries encapsulées. Cependant, ce sont actuellement plus sur 
les conséquences de l’activation excessive du complément, en particulier de la voie alterne, 
que se concentrent les recherches. En effet, l’implication de la voie alterne du complément 
est suspectée dans un grand nombre de pathologies207, dont certaines constituent des 
enjeux de santé publique dans les pays occidentaux, telles que la dégénérescence maculaire 
liée à l’âge (DMLA) ou l’athérosclérose. Dans ce sens, le SHUa, prototype de pathologie liée 
à une dérégulation du complément, comme le suggère l’identification fréquente chez les 
patients de mutations intéressant ce système ainsi que les résultats prometteurs 
récemment observés en cas de traitement par Eculizumab (anticorps monoclonal anti-C5)208, 
constitue un modèle d’étude intéressant. Le prochain chapitre sera donc dédié à cette 
pathologie ainsi qu’aux autres facteurs étiologiques impliqués dans le développement des 
microangiopathies thrombotiques.  
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Chapitre 2 : Le syndrome hémolytique et urémique  
Le diagnostic d’un syndrome hémolytique et urémique (SHU) repose, indépendamment du 
facteur étiologique en cause, sur la coexistence d’une insuffisance rénale aigue, d’une 
thrombopénie et d’une anémie hémolytique mécanique. 
Cette terminologie a été proposée en 1955 par l’hématologiste Von Gasser, qui décrivit 
pour la première fois cette triade biologique chez 5 enfants209.  
Ce syndrome est la traduction clinique du développement, dans les vaisseaux rénaux de 
petits calibres (artérioles et capillaires glomérulaires), de lésions de microangiopathie 
thrombotique (MAT)210. Ces lésions histologiques, qui par définition atteignent les 
vaisseaux de diamètre inférieur à 200μm, se caractérisent par un élargissement de l’espace 
sous-endothélial associé à une congestion et une turgescence des cellules endothéliales qui 
bombent puis se détachent dans la lumière des micro-vaisseaux, ainsi que par le 
développement de thrombi ﬁbrino-plaquettaires intra-luminales211. La conjonction de ces 
lésions aboutit à l’obstruction partielle ou complète des microvaisseaux, mécanisme rendu 
responsable de la triade -insuffisance d’organe, thrombopénie, anémie hémolytique- reflet 
respectif d’une ischémie tissulaire d’aval, d’une consommation plaquettaire et d’une lyse 
mécanique des globules rouges212.  
Le SHU est donc une MAT à tropisme rénal, cependant les lésions de MAT ne sont pas 
spécifiques de ce syndrome. Elles peuvent se rencontrer dans d’autres tableaux 
sémiologiques, qui, en fonction de la présentation clinique prédominante, ont pu hériter de 
noms différents. Ainsi, le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) est une MAT 
où prédominent classiquement les symptômes neurologiques, le HELLP (Hemolysis, 
Elevated Liver enzymes, Low Platelet count) syndrome, observé dans le peri-partum, est 
une MAT caractérisée par une souffrance hépatique. Des lésions de MAT peuvent 
également s’observer dans différentes circonstances (pathologies tumorales, 
transplantation, pathologies auto-immunes, etc..) avec des atteintes d’organes variables213. 
Cette même entité histologique peut donc s’exprimer par un large spectre de tableaux 
clinico-biologiques, qui sont susceptibles de se chevaucher, rendant parfois leur distinction 
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difficile. Cette nomenclature a d’ailleurs été source de controverse sur la classification 
clinique des patients, ce qui a pu compliquer l’analyse de certaines données. Les progrès 
majeurs réalisés, ces dernières années, dans la compréhension de la physiopathologie des 
MAT, ont permis de mieux appréhender les mécanismes par lesquels ces lésions se 
développent. La découverte de plusieurs facteurs étiologiques différents a participé à 
identifier des pathologies distinctes, qui ne se définissent non plus par leur expression 
syndromique mais par leur origine physiopathologique. Ainsi, cette approche mécanistique 
a permis d’ébaucher une nouvelle classification, initialement proposée, en 2006, par 
l’European Paediatric Resaerch Group for HUS214 (annexe n°2, p.186). Cette classification 
distingue et répertorie, d’une part les tableaux de MAT associés à un facteur étiologique 
connu et d’autre part ceux pour lesquels les mécanismes conduisant au développement 
des lésions de MAT ne sont pas encore identifiés214 ,215. Les découvertes, dans l’avenir, 
d’autres facteurs endogènes (cellulaires, moléculaires) ou exogènes (infectieux, toxiques 
ou autres) seront susceptibles de faire évoluer cette classification, condition indispensable 
à l’optimisation de la prise en charge thérapeutique des patients. Cette approche a d’ores 
et déjà permis de développer des stratégies thérapeutiques ciblées et donc plus efficaces 
en fonction du mécanisme physiopathologique mis en cause.   
Parmi les mécanismes physiopathologiques identifiés, les anomalies de régulation du 
complément tiennent une place essentielle. En effet, elles constituent le principal facteur 
de susceptibilité connu des SHU dits atypiques (définis par l’absence de Shiga-toxines), où 
elles sont mises en évidence chez plus de 60% des patients216. A ce titre, le SHUa est 
devenu le prototype d’une maladie secondaire à un défaut de contrôle de l’activation du 
complément et constitue un modèle d’étude de la dysfonction endothéliale aigue 
complément-dépendante.   
L’objectif de ce chapitre, outre de présenter le modèle pathologique sur lequel s’est 
concentré mon travail de thèse, est d’étudier la place du complément dans les autres 
formes de SHU, dans le but d’appréhender le complément non plus seulement comme un 
facteur de susceptibilité mais comme un acteur de la constitution des lésions de MAT, quel 
qu’en soit le mécanisme initiateur.  
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1. Le SHU associé à des anomalies de régulation du complément  
 
1.1 Historique : Emergence du rôle du complément  
 
Le rôle du complément dans le SHU est apparu progressivement après 1970, jusqu’à 
devenir essentiel ces 15 dernières années.  
 
Figure n°12 : Emergence du rôle du complément dans le SHU 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Historiquement, les nombreux cas rapportés de SHU dans les années 60-70, dans les suites 
de la description initiale de Gasser, ont conduit à distinguer deux formes de SHU, et ce 
compte tenu de la constatation d’une présentation clinique et d’un pronostic différents 
selon les patients217 : d’une part, les SHU dits typiques ou post-diarrhéiques (SHU-D+) 
survenant préférentiellement chez l’enfant sous forme de petites épidémies, précédés de 
diarrhées, d’évolution le plus souvent favorable, notamment marqués par l’absence de 
rechutes ; d’autre part, les SHU sans syndrome diarrhéique (SHU-D-) dits atypiques, moins 
communs, sporadiques ou familiaux, pouvant survenir à tout âge, avec une présentation 
 
52 
 
clinique plus hétérogène et une évolution nettement plus péjorative. Kaplan et al proposa, 
dès 1975, une origine étiologique différente pour chacun de ces deux groupes, à savoir 
environnementale pour les SHU- D+ et génétique pour les SHU-D- 218. Cette distinction sera 
confortée, en 1983, par la mise en évidence du rôle des Shiga-toxines dans le 
développement des SHU-D+ 219. 
Parallèlement, l’implication de la voie alterne du complément dans la physiopathologie des 
SHU atypiques a été progressivement suggérée par plusieurs constats:  
- à partir de 1973, sont décrites, chez des patients souffrant de SHUa, des 
hypocomplémentémies C3 avec taux de C4 normal, la première description étant le fait 
de Cameron et al chez trois enfants et deux adultes avec un SHU sévère220 ,221 ;  
- cette hypocomplémentémie C3 est associée à une augmentation des produits de clivage 
du C3 (C3c, C3d) et du FB (Ba, Bb) dans le sérum de patients souffrant d’un SHU, 
suggérant une activation de la voie alterne222 ;  
- Thompson et al rapportent en 1981 l’observation d’un garçon de 8 mois, né de parents 
consanguins, ayant développé un SHU dans un contexte de C3 bas et de déficit quantitatif 
en FH (<10% des valeurs normales). Les mêmes anomalies du complément étaient 
retrouvées chez son frère, cliniquement indemne223. De nombreuses publications 
suivront, tendant à suggérer un lien entre SHU et déficit quantitatif ou fonctionnel en 
FH224 ,225.  
De fait, le gène du FH a été le premier gène candidat à être étudié lorsqu’en 1998, 
Warwicker et al. ont pu établir un lien entre le SHUa et le locus RCA du chromosome 1q32. 
Cette équipe a ainsi identifié la première mutation du FH dans le SHU, une mutation 
hétérozygote localisée dans le SCR20 du FH, responsable d’une modification structurelle de 
la protéine226.  
Depuis, plusieurs groupes ont, non seulement, confirmé l’existence de mutations du FH 
dans le SHUa, mais également identifié des anomalies (mutations, auto-anticorps) 
intéressant d’autres protéines de la voie alterne du complément. Ceci a conforté 
l’hypothèse d’un lien fort entre dérégulation du complément et susceptibilité au SHUa. 
Ainsi, depuis 1998, des anomalies des protéines régulatrices - FH226, MCP227 et FI228 - ou 
activatrices - FB195,229  et C3230 - de la voie alterne du complément ont été successivement 
décrites et sont actuellement identifiées chez environ 60% des patients216.  
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Plus récemment, des mutations intéressant deux autres protéines, n’appartenant pas au 
système du complément, ont été mises en évidence chez des patients souffrant de SHUa : 
d’une part, sur le gène de la thrombomoduline (THBD) en 2009231 et d’autre part, sur le 
gène de la DGKE (diacylglycerol kinase ε) en 2013232. Les liens physiopathologiques 
supposés entre la dysfonction de ces protéines et la survenue d’un SHU seront évoqués 
secondairement.  
 
1.2 Epidémiologie et généralités cliniques   
 
Le SHUa, qui représente 10 à 15% des SHU, est une pathologie rare dont l’incidence 
annuelle est estimée autour de 0,2 à 2 cas/millions d’habitants216 ,233.  
Les formes familiales, définies par l’existence d’au moins deux membres atteints au sein 
d’une même famille représentent moins de 20% des cas de SHUa234. Les deux modes de 
transmission autosomique récessif235 et dominant236 sont décrits, ce dernier étant 
néanmoins plus rare.   
Les caractéristiques épidémiologiques et cliniques du SHUa ont été documentées par 
l’intermédiaire du registre international des SHU/PTT et de plusieurs cohortes nationales 
(Allemagne, Amérique du Nord, Espagne, France, Italie, Royaume-Uni), dont certaines ont 
fait l’objet de publications détaillées216 ,233,237-239 .  
Le SHUa n’épargne aucune tranche d’âge, des cas ont été décrits tout aussi bien en période 
néonatale (dès le premier jour de vie) qu’à un âge adulte avancé (>80ans). Il est cependant 
plus fréquemment observé chez l’enfant avant l’âge de 2 ans et chez l’adulte entre 20 et 40 
ans216. Le sex-ratio semble présenter, de façon intéressante, une répartition différente 
entre les populations enfants et adultes. Ainsi, au sein de la cohorte française, il est 
d’environ 1 chez les enfants (n=89 ; sr : 42/47), tandis que chez l’adulte, il existe une 
prédominance féminine avec un sex-ratio à 3/1 (n=125 ; sr : 93/32)216. Cette information 
n’est pas détaillée au sein des autres cohortes. 
Cliniquement, l’absence de diarrhée ne doit plus constituer un critère discriminatoire entre 
SHUa et SHU secondaire aux Shiga-toxines. En effet, ce symptôme est initialement retrouvé 
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chez 17% (45/260) des patients du registre international et chez 25% (54/214) au sein de la 
cohorte française. Il est supposé secondaire soit à une infection digestive précipitant la 
poussée de SHU, soit à des lésions de MAT colique216,239 . De même, l’atteinte rénale n’est 
pas forcément exclusive. Des manifestations extra-rénales sont rapportées, sous la forme 
principalement d’évènements neurologiques (troubles de la vigilance, convulsions, déficits 
moteurs) dans environ 10% des cas216,239  et jusqu’à 48% dans une série de 23 enfants240 ou 
d’événements cardiologiques (cardiomyopathie dilatée, défaillance cardiaque)241,242. Ces 
derniers, bien que plus rares, ne sont pas exceptionnels (3 à 8% au sein du registre 
international)239 et peuvent s’intégrer dans un tableau de défaillance multi-viscérale, être 
secondaires aux complications de l’insuffisance rénale aigue ou à des lésions de MAT243. Un 
monitoring du taux des troponines plasmatiques a d’ailleurs été proposé chez les patients 
présentant un SHU244. Notons par ailleurs que ces atteintes extra-rénales ne sont pas 
spécifiques des SHU associées à une anomalie de régulation du complément245,246.   
Le pronostic des SHUa est variable, notamment en fonction de l’anomalie de régulation du 
complément impliquée. Il est néanmoins souvent péjoratif avec un taux de mortalité 
rapporté autour de 10 à 15% et une évolution vers l’insuffisance rénale chronique 
terminale dans plus de la moitié des cas238,239,247 . Celle-ci peut s’observer dès la première 
poussée ou après un certain nombre de rechutes, lesquelles sont plus fréquentes dans la 
première année. Le taux de récidive après transplantation rénale est, par ailleurs, de 
l’ordre de 50 %233,248. L’optimisation de la prise en charge par plasmathérapie et le récent 
avènement du traitement par Eculizumab249,250 (AMM dans le SHUa depuis 2011), un 
anticorps monoclonal humanisé anti-C5 bloquant la voie terminale du complément, semble 
améliorer le pronostic fonctionnel rénal (reins natifs et transplantés)208 et des autres 
organes éventuellement atteints251-253.   
Une anomalie de régulation de la voie alterne du complément (mutation ou anticorps anti-
FH) est identifiée chez environ 60% des patients. Ces anomalies peuvent porter sur les 
protéines régulatrices ou activatrices du complément avec des fréquences détaillées dans 
le tableau n°1.  
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Tableau n°1 : Fréquence des anomalies du complément identifiées chez les patients ayant présenté 
un SHUa 216,233 ,239  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.3 Physiopathologie du SHUa 
 
Le SHUa est une pathologie multifactorielle, dont la pénétrance et l’expression sont 
variables. L’existence d’apparentés de patients porteurs de la même mutation mais restant 
asymptomatiques, les âges extrêmement variables auxquels peut survenir un SHUa, la mise 
en évidence fréquente de facteurs déclenchants ont amené à considérer les mutations des 
protéines du complément comme des facteurs de prédisposition au SHU plutôt que comme 
de stricts déterminants causals. 
Comme toute pathologie multifactorielle, le SHUa résulte d’une conjonction de plusieurs 
éléments. Il faut un terrain et/ou un environnement qui crée la susceptibilité, plus ou 
moins forte à développer la pathologie et un évènement qui va provoquer, sur ce 
terrain/environnement, un dépassement des capacités de régulation de l’organisme et un 
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déséquilibre de la balance homéostasique en faveur d’un profil endothélial 
prothrombotique.     
 
    Figure n°12 : Le SHUa : une pathologie multifactorielle complexe 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.3.1 Le terrain : facteurs génétiques de susceptibilité au SHUa   
 
1.3.1.1 Caractéristiques des mutations identifiées dans le SHUa 
Les mutations de novo sont exceptionnelles et la plupart ont une pénétrance incomplète 
estimée généralement autour de 50%213 ,229-231. Les mutations connues des FH, FI et MCP 
sont répertoriées dans une base de données interactive (www.FH-HUS.org), librement 
accessible, qui s’enrichit progressivement254. Y sont détaillés les caractéristiques des 
mutations (position, domaine, type) et rapportés brièvement le phénotype du patient (SHU, 
maladie à dépôts denses ou DMLA). Les conséquences fonctionnelles de ces mutations ne 
sont caractérisées que pour certaines d’entre elles.  
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En fonction de leurs conséquences quantitatives ou qualitatives, les mutations sont 
classées en deux groupes : i/ les mutations de type I, qui aboutissent à un défaut de 
sécrétion de la protéine. Ce déficit peut être secondaire à une absence de production 
(codon-stop prématuré) ou à des modifications structurelles de la protéine empêchant sa 
sécrétion à partir des compartiments intracellulaires. En cas de mutation homozygote, la 
protéine est donc indosable ; ii/ Les mutations de type II, qui sont responsables 
d’anomalies fonctionnelles de la protéine, sans induire de diminution de leur concentration 
plasmatique. 
 
Mutations du FH et anomalies intéressants les CFHR  
Les mutations du FH sont les anomalies de régulation du complément les plus fréquentes 
dans le SHUa, identifiées chez environ 25% des patients, ce qui souligne le rôle essentiel de 
cette protéine. Actuellement, 74 mutations du FH associées au SHUa sont rapportées dans 
la base de données (www.FH-HUS.org). Dans environ 11% des cas, elles sont de type I, 
hétérozygotes, le plus souvent responsables d’un décalage du cadre de lecture du gène, 
conduisant un à déficit partiel en FH254,255 . Le caractère partiel de ce déficit est important 
puisqu’en cas de déficit complet en FH, le phénotype clinique est plus généralement celui 
d’une maladie à dépôts denses (DDD) que d’un SHU, ce qui a également été observé dans 
des modèles murins256. 
Parmi les mutations de type II, environ 60% intéressent la partie C-terminale du gène du FH, 
plus particulièrement les SCR 19-20, qui est donc décrite comme un « hot-spot » de 
mutations dans le SHUa257 ,258. Ces mutations sont majoritairement responsable 
d’altérations de liaison entre la partie C-terminale de la protéine et ses ligands, en 
particulier le C3b et les GAG membranaires259-261 et se traduisent par un défaut de contrôle 
du complément à la surface des cellules endothéliales262,263.  
L’existence de ce hot-spot a conduit à l’utilisation d’un test fonctionnel spécifique, décrit 
en 2004 par Sanchez-Corral, dans les premières étapes de caractérisation d’une mutation 
du FH de type II. Ce test est basé sur la capacité du FH à se lier aux érythrocytes de 
moutons et à s’opposer à leur hémolyse, due à une activation de la voie alterne du 
complément. La mesure de l'activité anti-hémolytique du FH présent dans le plasma de 
patients souffrant de SHUa permet ainsi d’apprécier les capacités du FH à se lier aux 
membranes cellulaires et à réguler la voie alterne264 ,265.  
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Les homologies de séquence entre les gènes CFH et CFHR peuvent favoriser des 
recombinaisons homologues non alléliques, dont certaines ont été impliquées dans le 
SHUa :  
- Délétion CFHR1-CFHR3 : Si la fréquence de cette délétion est signiﬁcativement 
augmentée dans le SHUa (28% des patients versus 6 % des témoins)266, elle reste 
identique à celle des sujets témoins si les patients avec anticorps anti-FH sont exclus267. 
Ainsi, cette délétion semble plus impliquée dans l’auto-immunisation contre le FH que 
dans la pathologie elle-même. Cette délétion est retrouvée dans environ 2 à 30% de la 
population générale et n’apparait donc, par ailleurs, pas suffisante pour induire la 
formation d’anticorps165.  
- Formation d’un gène hybride CFH/CFHR1. Deux types de protéines hybrides ont été 
décrites, constituées des 18 ou 19 premiers exons du CFH associés respectivement aux 2 
derniers ou au dernier exon du CFHR1268. Les fonctions de reconnaissance des surfaces 
sont, par conséquent, altérées chez la protéine hybride.   
- Formation d’un gène hybride CFH/CFHR3, rendant compte d’une protéine formée des 
SCRs 1-19 du FH et des SCRs 1-5 du CFHR3, dont les capacités de régulation à la surface 
des cellules, et non en phase fluide, serait altérée269.  
- Formation d’un gène dit « hybride reverse », au sein duquel les exons 22 et 23 du FH sont 
associés au CFHR1270.   
Des mutations intéressants le gène du CFHR5 ont également été mises en évidence dans le 
SHUa 271 ,272. 
Les SHUa associés à des mutations du FH sont généralement marqués par un mauvais 
pronostic rénal avec évolution fréquente vers l’insuffisance rénale chronique terminale. 
Ainsi, dans la cohorte française, cette évolution concerne environ 70% des patients à 5ans, 
dont 60% dès la première année suivant le SHU216. Le risque de récidive sur le greffon est 
également élevé, de l’ordre de 80%273.     
 
Mutations de MCP 
La présence de mutation de MCP dans le SHUa a été initialement décrite en 2003227 ,274. 
Actuellement, 25 des 44 mutations de MCP décrites dans la base de donnée sont associées 
au SHUa (www.FH-HUS.org), parmi lesquelles environ 70% sont de type I et donc 
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responsable d’une diminution d’expression membranaire de la protéine. Elles sont le plus 
souvent hétérozygotes (réduction de 50% de l’expression), mais peuvent être homozygotes 
(expression < 10%). Dans le cas de certaines mutations de type II, une altération de 
l’activité cofacteur du FI pour le clivage du C3b, et non du C4b, a pu être mis en 
évidence227 ,274.  
Les SHUa associés à une mutation de MCP présentent plusieurs caractéristiques 
phénotypiques : ils semblent d’une part plus fréquemment survenir à un âge pédiatrique et 
d’autre part être marqué par des rechutes plus fréquentes216. Par ailleurs, leur pronostic 
fonctionnel rénal est généralement plus favorable que dans le cas de mutations portées 
par les FH, FI, FB ou C3. La récidive de SHU sur le greffon est notamment peu fréquente237, 
compte tenu probablement de l’apport par l’allogreffe d’une protéine membranaire 
fonctionnelle.  
 
Mutations du FI 
Plus de 30 mutations du FI sont actuellement associées au SHUa170 et sont identifiées chez 
2 et 10 % des patients. Elles sont en majorité hétérozygotes, de type I et responsable d’une 
diminution du taux de protéines circulantes ou plus rarement de type II associée à une 
augmentation de la demi-vie du C3b228 ,275 ,276.  
Le pronostic fonctionnel rénal des patients porteurs d’une mutation du FI est souvent 
défavorable, une insuffisance rénale chronique terminale étant rapportée dès la première 
année dans environ 50% des cas216. Cette évolution est cependant variable et semble 
fortement influencée, comme nous le verrons secondairement, par l’existence 
concomitante d’autres anomalies génétiques. Enfin, une association plus fréquente à des 
épisodes infectieux a été décrite238, possible conséquence de la diminution de production 
d’opsonines par le FI muté.  
 
Mutations du FB 
Les mutations du FB, décrites initialement en 2007, sont rares, identifiées chez 0,5 à 2% des 
patients229. Il s’agit de mutations « gain de fonction », responsable par augmentation de 
l’affinité du FB avec le C3b, de la formation d’une « hyper C3 convertase alterne » plus 
efficace et dont la demi-vie est plus longue195,229 . Le nombre peu élevé de patients rend le 
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pronostic rénal difficile à évaluer, néanmoins il est généralement rapporté comme étant 
péjoratif.   
 
Mutations de la protéine C3 
Les mutations du gène du C3 concernent actuellement 2 à 8,5 % des patients présentant un 
SHUa. La première description de cette association a été réalisée en 2008, où 9 mutations 
du C3 ont été identifiées chez 14 patients. L’étude de leurs conséquences fonctionnelles a 
montré une diminution significative de la liaison du C3 muté avec la MCP pour 5 de ces 
mutations, ainsi qu’avec le facteur H pour trois d’entre elles.  Il en résultait donc un gain de 
fonction indirect, secondaire à une diminution des activités cofacteurs de MCP et/ou du 
FH, responsable d’une résistance acquise au clivage par le FI230. Depuis, trois autres 
mutations du C3 ont été décrites277-279, parmi lesquelles la mutation C3R139W. Celle-ci 
présente l’intérêt d’avoir été mise en évidence de façon sporadique chez 14 patients. La 
caractérisation phénotypique des SHU de ces 14 patients ainsi que l’étude fonctionnelle de 
cette mutation et de ses conséquences pour l’endothélium ont constitué une partie de 
mon travail de thèse (p.111).   
Les mutations du C3, tout comme les mutations du FB, s’associent plus souvent à une 
diminution du C3 circulant, traduction probable d’une consommation par une C3 
convertase rendue plus efficace par la protéine mutée. Le pronostic des SHU associés à une 
mutation du C3 est variable mais, là aussi, souvent péjoratif. L’évolution vers l’insuffisance 
rénale chronique terminale est rapportée, au sein de la cohorte française adulte de SHUa, 
dans environ 70% des cas dont 60% dans la première année216.         
 
Autres mutations 
L’absence de facteur de susceptibilité génétique chez 30 à 40% des patients avec un SHUa a 
motivé la recherche de nouveaux gènes candidats. Il a ainsi été récemment mis en 
évidence dans le SHUa, des mutations intéressant deux gènes codant pour des protéines 
n’appartenant pas au système du complément, la thrombomoduline (THBD) et la DGKE.  
En 2009, Delvaeye et al ont identifié six mutations du gène de la THBD chez sept patients 
ayant présenté un ou plusieurs épisodes de SHU231. Actuellement, une anomalie 
intéressant ce gène est retrouvée chez 0 à 5% des patients, selon les cohortes (cf. tableau 
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n°1, p. 53). Les caractéristiques de cette protéine de la coagulation aux propriétés de 
régulateur négatif de la cascade complémentaire seront décrites secondairement (p.92). 
Cette découverte a souligné les interactions entre les systèmes du complément et de la 
coagulation.  
Par ailleurs, récemment, Lemaire et al ont mis en évidence, chez des patients avec un 
SHUa, sans autres facteurs de susceptibilité génétique, une mutation homozygote ou 
hétérozygote composite du gène de la DGKE232. Les patients présentaient tous un SHUa 
avant l’âge de un an, dont l’évolution était marquée par la persistance fréquente 
d’anomalies urinaires (protéinurie, hématurie) et l’installation secondaire d’une 
insuffisance rénale chronique. La DGKE est une protéine membranaire, exprimée 
notamment dans le rein, par les podocytes glomérulaires et les cellules endothéliales, ainsi 
que par les plaquettes. Il s’agit d’une kinase catalysant la phosphorylation en acide 
phosphatidique de substrats diacyl-glycérol, eux-mêmes impliqués dans l’activation de la 
protéine kinase C (PKC). L’activation de la PKC s’accompagne de l’augmentation de la 
synthèse de médiateurs prothrombotiques (FvW, FT, inhibiteur de l’activateur du 
plasminogène de type I). Ainsi, un déficit fonctionnel de la DGKE est susceptible d’induire 
un phénotype endothélial prothrombotique en altérant l’inhibition de la PKC. Pour l’heure, 
aucun lien avec le complément n’a été établi et cette découverte suggère que le SHUa ne 
constitue pas une pathologie restreinte uniquement aux conséquences de l’activation 
incontrôlée du complément, mais puisse être secondaire à d’autres mécanismes dont les 
conséquences sur la cellule endothéliale sont identiques.  
 
1.3.1.2 Caractère multigénique des SHUa 
 
Place des polymorphismes 
Les polymorphismes sont des variations de séquence dans le génome humain dont la 
fréquence dépasse 1%. Ils participent à la diversité phénotypique des populations ou 
individus, à la différence de sensibilité à une pathologie ou de réponse à un médicament. 
Ce sont en grande majorité des changements d’une seule base, nommés single nucleotide 
polymorphism (SNP), qui sont stables et distribués uniformément dans tout le génome. Ces 
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variations nucléotidiques peuvent induire un changement d’acides aminés et donc 
d’éventuelles modifications structurelles de la protéine, responsables d’un gain ou d’une 
perte partielle de fonction.  
Les pénétrances et expressions variables du SHU ont conduit à suggérer une participation 
multigénique et à rechercher des polymorphismes dans les gènes de susceptibilité de cette 
pathologie. Actuellement, des polymorphismes sont rapportés dans le SHUa au sein des 
gènes du FH280 ,281, du CFHR1267, de la MCP280 et de la C4BP282. Deux haplotypes sont tout 
particulièrement mis en cause : d’une part, l’haplotype CFHgtgt, défini par 4 SNPs situés sur 
les SCRs 1,7, 11 et 16 du FH et d’autre part, l’haplotype MCPgggac, défini par 5 SNPs localisés 
dans l’intron et la zone promotrice du gène de MCP280, dont les fréquences sont toutes 
deux augmentées dans la population de patients par rapport à la population témoin.  
L’amélioration des connaissances des différents polymorphismes portés par les protéines 
du complément et la mise en évidence d’effets protecteurs ou délétères de ces derniers 
dans diverses pathologies - DMLA, DDD, maladie d’Alzheimer, athérosclérose - a conduit à 
définir ce répertoire de polymorphismes comme un complotype283. En fonction de sa 
composition, un individu donné aurait donc un équilibre homéostasique du complément 
plus ou moins favorable à son activation. Ainsi, un complotype proactif constituerait un 
facteur protecteur vis-à-vis des processus infectieux mais à l’inverse un facteur de 
susceptibilité aux pathologies inflammatoires. De fait, l’analyse du complotype d’un  
patient, en conjonction avec celle des autres facteurs de risque, génétiques ou 
environnementaux, pourrait, selon les auteurs, permettre de prédire la pénétrance et 
l’évolution d’une pathologie telle que le SHUa9,283 .  
 
Influence phénotypique des mutations combinées et des polymorphismes  
La pénétrance et la sévérité du SHUa sont influencées par le nombre de mutations et/ou 
l’existence concomitante de polymorphismes à risque chez les patients. Dans un récent 
travail, Bresin et al rapportent, parmi 795 patients répertoriés, la présence de mutations 
combinées chez 27 d’entre eux (3,4%)284. Seuls 8 à 10% des patients porteurs d’une 
mutation du FH, FB ou C3 avaient une autre mutation, suggérant que l’altération d’une de 
ces trois protéines constitue, en soi, un facteur de risque fort à développer un SHUa. A 
l’inverse, 25% des patients avec une mutation de MCP ou du FI, présentaient une ou deux 
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autres mutations. Ceci est concordant avec la plus grande variabilité phénotype observée 
dans les SHUa associés à une mutation de l’une de ces deux protéines, où l’évolution 
apparaît en effet plus sévère lorsqu’une autre anomalie se surajoute. Ainsi, concernant les 
mutations du FI, un devenir fonctionnel plus défavorable des reins natifs ou du greffon, a 
été rapporté en cas d’existence concomitante d’une délétion du CFHR1273,276 . De même, le 
pronostic rénal des SHUa associés à une mutation de MCP est assombri par l’addition d’une 
autre anomalie, marqué par une plus haute incidence d’insuffisance rénale chronique 
terminale et un risque de récidive sur le greffon284.  
Bresin et al objectivent, par ailleurs, une pénétrance de la maladie assez faible lorsqu’il 
n’existe qu’une mutation, de l’ordre en moyenne de 10%, ce qui suggère une participation 
alors forte des facteurs environnementaux. Cette pénétrance augmente à 55% chez les 
patients avec deux mutations pour devenir complète lorsque 3 mutations coexistent (2/2 
patients). L’existence de polymorphismes à risque, particulièrement des haplotypes 
MCPggaac et FHgtgt décrits précédemment, augmente également la pénétrance du 
SHUa237,267,280,284  et module sa sévérité285. 
 
 
1.3.2 Environnement/Evènement : facteurs acquis de susceptibilité au SHUa   
  
1.3.2.1 Présence d’anticorps dirigé contre des protéines du complément 
 
Auto-anticorps anti-FH 
Décrite initialement en 2005286, la présence d’auto-anticorps anti-FH est actuellement 
rapportée dans 3 à 7% des SHUa et jusqu’à 11% dans la cohorte allemande287. Ces 
anticorps sont responsables d’un déficit fonctionnel acquis en FH via différents 
mécanismes. Il a été rapporté, en particulier, que ces anticorps liaient majoritairement la 
partie C-terminale du FH, données concordantes avec le « hot-spot » de mutations dans les 
SCRs 19 et 20 observé dans le SHUa288. Ils peuvent ainsi inhiber la liaison du FH au C3b, au 
C3d et/ou à l’héparine, altérant ainsi les capacités du FH à lier et donc à protéger les 
surfaces endothéliales288 ,289. Plus récemment, il a également été montré que certains de 
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ces anticorps pouvaient se fixer sur les SCR1-4 du FH et s’associer à une altération de ses 
fonctions de cofacteur du FI289. Enfin, certains anticorps agiraient en inhibant la liaison du 
FH à la pentraxine 3290, glycoprotéine notamment exprimée à la surface des cellules 
endothéliales et impliquée dans l’activation du complément par la voie classique mais 
également dans la régulation de la voie alterne via ses capacités de liaison et de 
recrutement du FH155. Dans environ 90% des cas, les patients porteurs d’anticorps anti-FH, 
présentent de façon concomitante une délétion homozygote des CFHR1 et CFHR3287 ,291.   
Les SHUa associés aux anticorps anti-FH surviennent majoritairement à un âge pédiatrique 
mais peuvent également être observés chez les adultes, qui représentent environ 15% des 
cas. Les rechutes et l’existence d’un taux bas de C3 constituent des facteurs de mauvais 
pronostic fonctionnel rénal291. Enfin, leur prise en charge diffère. Elle repose d’une part, sur 
les traitements immunosupresseurs et d’autre part, sur les échanges plasmatiques avec 
une réponse généralement meilleure qu’en cas de SHU associé à une mutation, ce qui 
s’explique compte tenu du mécanisme physiopathologique en cause.  
 
Autres anticorps  
Récemment, Kavanagh et al ont mis en évidence la présence d’autoanticorps anti-FI chez 
2% des patients de la cohorte anglaise de SHUa (3/175). Les auteurs n’excluent pas qu’il 
s’agisse d’un épiphénomène, compte tenu d’une part que deux des patients étaient 
également porteur d’une mutation du FH et de polymorphismes à risque sur le gène du FH 
et/ou de MCP et d’autre part que la cinétique du titre d’anticorps ne semblait pas corréler 
à l’évolution de la pathologie. Ils suggèrent, cependant, que ces anticorps anti-FI puissent 
constituer un facteur de susceptibilité supplémentaire au SHUa ou qu’ils soient l’expression 
d’une dysrégulation chronique du complément, pouvant favoriser le développement 
d’anticorps dirigés contre les composants du complément. Notons qu’aucun des patients 
ne présentait de délétion CFHR1-CFHR3292. 
Par ailleurs, la présence d’auto-anticorps anti-FB293 et anti-C3b294 n’est, pour l’heure, 
rapportée que chez quelques patients présentant une DDD, avec un effet montré, pour 
l’anti-FB, de stabilisation de la C3 convertase à la manière d’un facteur néphritique (C3Nef).  
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1.3.2.2 Environnement/Evénement associé à la survenue d’un SHUa  
 
Dans les descriptions de cohorte de SHUa les plus récentes, un facteur environnemental, 
désigné comme déclenchant, est décrit chez environ 50% des patients216,239 . Les 
évènements les plus fréquemment rapportés sont des épisodes infectieux, d’allure non 
spécifique. Caprioli et al., notamment, en décrivent chez 100, 70 et 60 % des patients 
porteurs respectivement d’une mutation dans les gènes du MCP, FH et FI237. La période 
puerpérale, divers médicaments ou drogues, les procédures de transplantation ont 
également été mises en cause. Concernant ce dernier point, des anomalies génétiques du 
complément ont d’ailleurs été identifiées chez près de 30% des patients, au sein d’une 
série de 24 sujets présentant une MAT de novo post-transplantation rénale295. 
Ces facteurs déclenchants sont donc de nature diverse et agissent probablement en 
développant un environnement microvasculaire prothrombotique, qui en cas d’anomalie 
sous-jacente de la régulation du complément, peut d’autant plus favoriser l’apparition de 
lésions de MAT. Les mécanismes, par lesquels interviennent ces différents facteurs sont 
encore mal identifiés et probablement multiples : agression endothéliale 
directe ; stimulation de la synthèse de cytokines pro-inflammatoires susceptible d’induire 
une activation endothéliale, leucocytaire ou plaquettaire ; développement d’auto-anticorps 
dirigés contre l’ADAMTS-13, contre les cellules endothéliales ou contre d’autres acteurs 
cellulaires des MAT, tels que les plaquettes ou les neutrophiles ; déséquilibre de la balance 
de l’hémostase, en stimulant la production d’agents prothrombotiques et/ou en inhibant 
celle d’agents anti-thrombotiques ; augmentation des forces de cisaillement, qui 
potentialise notamment l’action du FvW ; induction d’une activation du complément.  
A titre d’exemple, la grossesse et le post-partum semblent, tout particulièrement, créer un 
environnement à haut risque de MAT. Ils constituent, après les épisodes infectieux, les 
principaux facteurs environnementaux identifiés dans le SHU. Ainsi, au sein de la cohorte 
française de SHUa, environ 20% des patientes déclenchent un SHU à l’occasion d’une 
grossesse et ce, plus généralement, dans le post-partum (80% des cas)296. Parmi les 21 
patientes de la cohorte française, 18 étaient porteuses d’une ou plusieurs anomalies 
génétiques intéressant les FH, FI, MCP ou C3, suggérant une plus forte nécessité, en 
période peri-partum, d’avoir un complément correctement régulé. 
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Plusieurs éléments concourent, lors d’une grossesse même normale, pour créer cet 
environnement à risque. En premier lieu, une activation du complément est décrite durant 
la grossesse normale. Derzsy et al rapporte, en effet, une augmentation des taux 
plasmatiques de C3a (multipliés par 8,8) et de C5b-9 soluble (multipliés par 1,8)297. Par 
ailleurs, des dépôts de C3b et C4b ont été observés à la face maternelle du placenta, 
désignant ce dernier comme un probable site d’activation du complément chez les 
parturientes298. Ceci pourrait expliquer que les trophoblastes soient richement pourvus en 
protéine de régulation du complément. En effet, ces cellules expriment particulièrement 
DAF, ainsi que d’autres protéines de régulation membranaire (MCP, CD59)298 et elles 
synthétisent également du FH299, dont les taux ont été décrits augmentés d’environ 30% au 
cours de la grossesse normale297. La susceptibilité apparemment plus importante du post-
partum à la survenue d’un SHU complément-dépendant n’est, pour l’heure, pas expliquée. 
Il a été suggéré un rôle compensateur des facteurs de régulation du complément d’origine 
fœtale, disparaissant avec la délivrance.  
Outre l’activation du complément, d’autres éléments rapportés au cours de la grossesse 
normale sont susceptibles de créer un environnement prothrombotique : une élévation 
des taux plasmatiques de FvW associée à une diminution de l’activité de l’ADAMTS-13300 ; 
une augmentation de la capacité à générer de la thrombine, en particulier au troisième 
trimestre de la grossesse301 ; une endothéliose glomérulaire302.  
Ainsi, la grossesse - mais d’autres facteurs environnementaux auraient pu être détaillés - 
induit, par l’intermédiaire de différents mécanismes, une susceptibilité endothéliale 
prothrombotique, capable d’évoluer vers un tableau de MAT si se surrajoute, par exemple, 
une anomalie de régulation du complément. Pour autant, dans de nombreux cas, les 
patientes ont un ou plusieurs antécédents de grossesse normale avant la survenue du SHU 
(13/18 patientes dans la cohorte française de SHUa) 296, traduisant bien là la complexité de 
la pathologie et la nécessité d’intervention de multiples facteurs. 
Nous verrons, dans la partie suivante, que bien qu’ayant un agent initiateur différent, les 
autres formes étiologiques de SHU conservent ce caractère multifactoriel et partagent 
plusieurs mécanismes physiopathologiques, parmi lesquels le complément, notamment, 
trouve une place.  
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2. Autres facteurs étiologiques du SHU et place du complément  
 
2.1 Les Shiga-toxines  
 
2.1.1 Caractéristiques épidémiologiques et cliniques des SHU-Stx  
 
Environ 90% des SHU sont rapportés être secondaires à une infection à Escherichia Coli (E. 
coli) producteur de Shiga-toxines (Stx)303, faisant de cette toxine bactérienne le principal 
agent étiologique de SHU.  
L’incidence annuelle des SHU secondaires aux Shiga toxines (SHU-Stx), variable selon les 
pays, est estimée autour de 2,1/105 304. En France, cette incidence, surveillée par l’institut 
de veille sanitaire, a été évaluée pour la période 1996-2007 entre 0,59 et 1,01/105 enfants 
de moins de 15 ans (http://www.invs.sante.fr).   
Les SHU-Stx font suite à une infection intestinale par des bactéries productrices de Shiga-
toxines, principalement E. coli O157:H7, sérotype mis en cause dans 70 % des cas dans les 
pays occidentaux305. D’autres sérotypes d’E. Coli (O111:H8, O103:H2, O121, O26, O145, 
O113) et d’autres germes, tel que Shigella dysenteriae, ont été isolés de façon plus 
anecdotique303. Le réservoir principal de ces germes étant les ruminants, la transmission 
humaine est généralement oro-fécale, via l’ingestion de produits carnés, de produits 
laitiers non pasteurisés ou de fruits ou légumes crus contaminés. Ces infections 
surviennent, le plus souvent, sous forme de petites épidémies saisonnières, leurs 
expressions cliniques variant de la simple gastro-entérite aigue à la colite hémorragique et 
au SHU, qui se développent 5 à 13 jours après les prodromes diarrhéiques chez 5 à 15% des 
patients infectés306. Classiquement, le SHU-Stx survient sous forme d’épisode unique, chez 
des enfants entre 1 et 15 ans. Il est généralement dit de bon pronostic, néanmoins un 
recours à l’épuration extra-rénale est nécessaire dans 30 à 40% des cas et le taux de 
mortalité en phase aiguë est compris entre 1 et 5 %307. La persistance de séquelles rénales 
est, par ailleurs, rapportée chez 25 à 30% des patients, sous la forme d’insuffisance rénale 
chronique, de protéinurie ou d’hypertension artérielle. Ces séquelles sont d’autant plus 
fréquentes que le recours initial à l’épuration extra-rénale a été prolongé308 ,309.  
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La récente épidémie d’infections à STEC (Shiga-toxin-Producing E. coli), survenue durant 
l’été 2011 dans le nord de l’Allemagne, est venue malmener cette vision très uniciste du 
SHU « typique ». En premier lieu, cette épidémie, en concernant 8316 patients dont 845 
ont développé un SHU (22%), a surpris par son ampleur. D’autres atypies ont été relevées, 
notamment dans la répartition démographique : d’une part, 88% des patients étaient des 
adultes et seulement 2% avaient moins de 5 ans contre 69% sur la période 2001-2010 en 
Allemagne; d’autre part, alors que d’ordinaire le sex-ratio est autour de 1, il a été constaté 
une prédominance féminine (68%)310, rappelant ici ce qui est déjà observé pour les SHU 
associés à une anomalie du complément, à savoir qu’à l’âge adulte, les femmes semblent 
avoir une plus grande susceptibilité au SHU216. Enfin, outre une atteinte rénale sévère 
nécessitant un recours à l’épuration extra-rénale dans 50% des cas, la présentation clinique 
a été marquée par une fréquence particulièrement importante d’évènements 
neurologiques, rapportés chez 48% des patients contre 20 à 25% dans les séries habituelles 
de SHU-Stx311 ,312.  
Ces atypies ont été principalement rapportées à la virulence de l’agent pathogène, que les 
enquêtes épidémiologiques et microbiologiques ont identifié comme étant un E.coli 
O104 :H4. Cette souche présente, en effet, la particularité d’être un E.coli enteroaggrégatif 
ayant acquis le gène Stx2, combinant ainsi plusieurs facteurs de virulence313.    
 
 
2.1.2 Mécanismes physiopathologiques des Shiga-toxines 
 
Description des agents pathogènes  
Le groupe des STEC est formé de certaines souches d’E. Coli entérohémorragique et, pour 
l’heure, d’une souche d’E. Coli entéroaggrégatif (souche O104:H4). Elles se distinguent par 
leur capacité à produire des cytotoxines capable d’inhiber in vitro la multiplication des 
cellules Vero (cellule rénale du singe vert d’Afrique), d’où l’appellation verotoxines ou 
verocytotoxines parfois utilisée314. Ces cytotoxines ont été regroupées sous le terme de 
Shiga-toxines, compte tenu de leurs homologies avec la toxine de Shigella dysenteriae de 
type 1315 et identifiées comme un facteur étiologique de SHU en 1983 par Karmali219 . 
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Actuellement, deux grandes classes de Shiga-toxine sont distinguées, les Stx1 et les Stx2. Si 
leur mécanisme d’action est similaire, elles se distinguent par certaines de leurs propriétés 
immunologiques ou biochimiques, rendant compte de différences d’activité biologique ou 
de spécificité de liaison à leurs récepteurs, ce qui est susceptible de modifier leur virulence. 
Ainsi, la cytotoxicité de Stx2 pour les cellules endothéliales rénale humaines est 1000 fois 
supérieure à celle de Stx1316. Ces résultats corroborent les données épidémiologiques selon 
lesquelles les souches d’E. Coli responsables des SHU les plus sévères produisent Stx2317. 
 
Mécanismes lésionnels des Shiga-toxines 
L’étude des mécanismes physiopathologiques des Shiga-toxines a fait l’objet de nombreux 
travaux, qui ont permis d’identifier les différentes étapes nécessaires à l’expression de leur 
virulence endothéliale directe (figure n°13, p.68).  
 
Plus récemment, il est apparu que les Stx induisaient également, à concentrations 
subléthales, d’autres effets proinflammatoires et prothrombotiques, susceptibles de 
contribuer au développement des lésions de MAT, parmi lesquels :   
- Une augmentation de l’expression, par les cellules endothéliales, de certaines 
chemokines (IL8, MCP-1, SDF-1), récepteurs de chemokines (CXCR4, CXCR7)327 et 
molécules d’adhérence (VCAM, ICAM, PECAM-1, P-selectine)328, qui participent ensuite au 
recrutement leucocytaire et plaquettaire ; 
- Une dégranulation des neutrophiles et une activation des macrophages et monocytes, 
conduisant à la production de cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-1, IL-6)329; 
- Une diminution de l’expression par les cellules endothéliales du facteur anti-apoptotique 
Mcl-1330;  
-  Une augmentation de l’expression et de l’activité du facteur tissulaire sur les cellules 
endothéliales (cellules endothéliales glomérulaires, HUVECs)331 ;   
- Une activation plaquettaire, à l’origine notamment, d’une exocytose de FvW et de P-
sélectine332 ;  
- Une inhibition de l’activité ADAMTS-13333. 
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Figure n°13 : Cytotoxicité endothéliale directe des Shiga-toxines (adaptée de Noris, JASN, 
2005) 304 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1/ Liaison des Stx aux enterocytes via une intimine, protéine d’adhérence sécrétée par E. coli
318
 ; 2/ Les Stx 
traversent l’épithélium intestinal par voie notamment para-cellulaire
319
 ; 3/ Les Stx circulent jusqu’aux 
organes cibles, liées à des cellules circulantes hématopoiétiques (neutrophiles, en particulier
320
 ; 
erythrocytes et plaquettes seraient également impliqués
321 ,322
) , dont les récepteurs seraient moins affins 
que celui des cellules-cibles, leur permettant de se libérer de leurs transporteurs une fois atteint 
l’environnement des cellules-cibles
323
 ;  4/ Liaison des Stx, par leur sous-unités B, à leurs cellules-cibles via 
un récepteur membranaire glycolipidique spécifique, le récepteur globotriaosylcéramide Gb3
324
. Ce 
récepteur est abondamment exprimé dans le rein, au niveau des cellules endothéliales glomérulaires et du 
tube contourné proximal, ainsi que sur l’endothélium microvasculaire colique
325
 et cérébral ; 5/ La sous 
unité A est internalisée par endocytose puis transportée par voie rétrograde jusqu’au réticulum 
endoplasmique, où elle est scindée en deux parties A1 et A2 par réduction d’un pont disulfure ; 6/ la partie 
A1 exerce alors son activité N-glycosidase sur l’ARN ribosomique 28S  et bloque la sous-unité 60S du 
ribosome
326
, conduisant à un arrêt de la synthèse protéique et à la mort cellulaire.  
 
 
2.1.3 Place du complément  
 
Plusieurs équipes ont rapporté une activation de la voie alterne du complément chez des 
enfants présentant un SHU-Stx, suggérant une participation de ce système dans la 
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constitution des lésions. Une augmentation du C5b-9 soluble et des produits de clivage du 
C3 et du FB a,  en effet, été constatée en phase aigüe dans le plasma de ces enfants334-336.  
In vitro, plusieurs travaux ont montré que les Stx agissaient non seulement en induisant 
une activation directe du complément mais également en altérant les fonctions de 
certaines de ses protéines régulatrices.  
Orth and al, en 2009, ont observé, en ELISA, une augmentation de la concentration du 
complexe terminal du complement, dépendante de la voie alterne, lorsque sérum et Stx2 
étaient co-incubés. Ils suggéraient ainsi une activation du complément par les Stx en phase 
fluide337. Sous l’effet de ce stimulus, une augmentation du dépôt de C3 à la surface de 
cellules endothéliales a également été décrite par Morigi et al338, qui ont montré dans ces 
mêmes conditions une augmentation de l’expression de P-selectine, capable d’activer la 
voie alterne94.  
D’autre part, il a été rapporté que la Stx2 pouvait lier le FH (SCRs 6-8 et 18-20). Cette liaison 
pourrait altérer ses activités de cofacteur à la surface des cellules, sans modifier ses 
propriétés de régulation en phase fluide337. Une diminution de l’expression de 
thrombomoduline a également été observée après exposition de cellules endothéliales aux 
Stx1338 et Stx2339.    
Certaines de ces observations ont été confirmées, in vivo, dans un modèle murin de SHU 
induit par co-injection de Stx2 et de LPS. En effet, une augmentation du dépôt de C3, de 
l’expression de P-selectine et une diminution de l’expression membranaire de 
thrombomoduline ont été observées sur les glomérules de ces souris338. Dans les mêmes 
condtions d’activation, l’inhibition de la voie alterne du complément (souris défientes en 
FB) s’est accompagnée d’une réduction des dépôts glomérulaires de fibrine et des thrombi 
intra-capillaires. Les répercussions fonctionnelles rénales étaient également moins 
marquées. Les auteurs ont mis en évidence un rôle fort du C3a dans la génèse des lésions 
de MAT de leur modèle, en montrant notamment une diminution des dépôts glomérulaires 
de fibrine en cas de blocage du C3aR par un antagoniste. Ces résultats suggèrent une place 
probablement importante de la voie alterne du complément dans la constitution des 
lésions rénales de MAT dans le SHU-Stx.   
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La récente utilisation, avec succès, de l’Eculizumab chez trois jeunes patients souffrant d’un 
SHU-Stx particulièrement sévère, tend à conforter cette hypothèse340. Cependant, ces 
résultats prometteurs n’ont pas été systématiquement confirmés341 ,342. Menne et al, dans 
une étude comparant rétrospectivement l’évolution de patients ayant reçu ou non de 
l’Eculizumab, n’ont pas montré de bénéfice clinique ou biologique significatif de ce 
traitement342.  
 
 
2.2 Désialylation par des neuraminidases : SHU associé au pneumocoque 
 
2.2.1 Acides sialiques et neuraminidases : généralités 
 
Les acides sialiques sont des monosaccharides, retrouvés communément à l’extrémité 
terminale des glycoconjugués (glycoprotéines, glycolipides, oligosaccharides) de la surface 
des cellules eucaryotes et des polysaccharides capsulaires d’un certain nombre d’agents 
pathogènes. Ils sont abondants, ubiquitaires et constituent, à la surface des eucaryotes, un 
élément essentiel du glycocalyx, auquel il confère une partie importante de ses propriétés 
biophysiques (charge négative ; hydrophilicité). Les fonctions des acides sialiques, encore 
imparfaitement connues, sont multiples, notamment dans le domaine des interactions 
cellulaires et de l’immunité343. Concernant ce dernier point, ils participent, en effet, à la 
régulation de la voie alterne du complément : Fearon et al. ont rapporté en 1978 que, sous 
l’effet d’une désialylation, des érythrocytes de mouton, qui n’activent physiologiquement 
pas le complément, devenaient alors des surfaces activatrices. Les mêmes observations ont 
été rapportées par Pangburn et al. après traitement des érythrocytes par de la 
neuraminidase344 ,345. Cet effet protecteur des acides sialiques contre une activation du 
complément sur les cellules autologues est principalement porté par le FH, capable de lier, 
comme nous l’avons vu, les surfaces polyanioniques, riches en acides sialiques et/ou en 
GAG (héparane sulfate) par ses domaines SCR 7 et 20153 ,346. Le FH peut ainsi reconnaître les 
surfaces non-activatrices des cellules hôtes, riches en polyanions, et jouer un rôle central 
dans la discrimination des surfaces du soi et du non-soi. Il a été montré une relation 
linéaire entre la diminution des acides sialiques membranaires et la capacité du FH à 
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dissocier la C3 convertase alterne, traduisant une altération de la fonction de ce régulateur 
sous l’effet d’une désialylation des membranes. D’autre part, il est également établi que 
l’affinité entre le FH et le C3b est modulée par un environnement polyanionique, dont la 
proximité avec le FH semble augmenter son avidité pour le C3b146,147 , rôle particulièrement 
important à la surface des cellules endothéliales347,348.  
Les neuraminidases constituent une large famille d’enzymes glycosylées capables de cliver, 
par hydrolyse, les acides sialiques. Elles sont présentes chez de nombreuses espèces 
notamment virales ou bactériennes, chez qui elles peuvent constituer un facteur de 
virulence. Certains tableaux de SHU sont associés à des infections à germes producteurs de 
neuraminidases, suggérant un rôle de la désialylation dans la physiopathologie de ce 
syndrome349. 
   
 
2.2.2 SHU associés à des germes producteurs de neuraminidase  
 
SHU associés à Streptococcus Pneumoniae (SHU-SP) 
L’association entre infection à S. pneumoniae et SHU a été initialement rapportée en 
1971350. Dans les séries les plus récentes, ce germe est mis en cause dans 7 à 14% des SHU 
de l’enfant351 ,352 et son incidence dans les suites d’une infection invasive à S. pneumoniae 
de l’enfant est estimée entre 0,4 et 0,6%353 ,354. L’apparition des symptômes imputables au 
pneumocoque, le plus souvent pulmonaire (pneumopathie ou empyème) dans 65 à 92% 
des cas ou neurologique (méningite), précède de 3 à 13 jours le développement du SHU355. 
Les particularités phénotypiques de ce SHU, outre de survenir principalement chez des 
enfants de moins de trois ans356 ,357 et d’être classiquement exempt de syndrome 
diarrhéique, concernent sa sévérité. En effet, le taux de mortalité est élevé (entre 2 et 12%), 
en particulier dans les formes associées à une méningite et l’atteinte rénale est marquée : 
le recours initial à la dialyse est nécessaire dans plus de 70% des cas, 10 à 16% des enfants 
évoluent vers l’insuffisance rénale chronique terminale et environ 15 à 37% conservent une 
insuffisance rénale chronique séquellaire352,356 ,357 .  
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La physiopathologie du SHU-SP reste imparfaitement comprise mais l’hypothèse la plus 
largement admise implique les neuraminidases produites par le S. pneumoniae. Celles-ci, 
en désialylant des glycoprotéines membranaires, induisent l’exposition d’un antigène 
normalement cryptique, l’antigène Thomsen-Friedenreich (antigène T). Ce disaccharide 
(Galβ1-3GalNAcα1-Ser/thr) est une des structures de base des O-glycannes et un 
constituant fréquent des mucines. Il est exprimé à la surface des érythocytes, plaquettes, 
hépatocytes et cellules rénales (cellules endothéliales des capillaires glomérulaires et 
cellules épithéliales tubulaires)358, où il est protégé à son extrémité terminale par un acide 
sialique. Lorsqu’il est exposé, il peut alors être reconnu par des anticorps IgM anti-T et 
cette interaction conduirait au développement d’un SHU en favorisant une poly-
agglutination des érythrocytes, une hémolyse et des lésions endothéliales rénales 
directes359 ,360.  
 
Autres SHU impliquant des neuraminidases  
La description de SHU associés à d’autres germes producteurs de neuraminidases, renforce 
l’hypothèse d’un rôle fort de la désialylation dans la physiopathologie de cette pathologie.  
Des SHU concomittants d’une infection grippale, ont initialement été rapportés chez des 
patients transplantés rénaux361 qui présentaient de fait d’autres facteurs de susceptibilité 
de MAT. Au décours de la pandémie d’infection à Influenza A (H1N1) en 2009, d’autres cas 
ont été décrits chez des sujets non transplantés. Trois formes de SHU ont ainsi été 
distinguées : i) SHU-Sp se développant dans les suites de l’infection grippale ; il a en effet 
été montré que les infections à Influenza favorisaient les surinfections pulmonaires à S. 
pneumoniae ; ii) SHU déclenché par la grippe chez des patients porteurs d’une anomalie de 
régulation du complément ; iii) SHU déclenché par la grippe en l’absence de facteur 
étiologique sous-jacent identifié362. 
D’autre part, de façon plus anecdotique, des cas de SHU ou de purpura thrombotique 
thrombocytopénique ont été décrits lors d’infections à Capnocytophaga 
canimorsus363 ,364 ,365.  
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2.2.3 Place du complément  
 
L’exposition de l’antigène T est insuffisante pour expliquer à elle seule la survenue d’un 
SHU366. Certains travaux ont, d’ailleurs, montré une diminution de la survie des 
érythrocytes après traitement par de la neuraminidase et ce, indépendamment du titre 
d’antigènes T367. De fait, d’autres hypothèses physiopathologiques émergent, impliquant 
en particulier le FH. D’une part, comme nous l’avons vu, la désialylation réduit ses 
capacités à lier et protéger les cellules hôtes. D’autre part, certains sérotypes de 
pneumocoque pourraient recruter le FH via certaines protéines de surface, telles que les 
CbpA (choline-binding protéin A) aussi désignées comme les PspC (pneumococcal surface 
protein C)368 ,369. Récemment, une équipe hongroise a étudié les composants du 
complément chez les enfants présentant un SHU-SP. Les cinq patients inclus présentaient 
une diminution des fractions C3 et C4 du complément et trois d’entre eux étaient porteurs 
d’une mutation sur le gène d’une des protéines régulatrices de ce système370. 
 
Ainsi, l’altération du glycocalyx s’avère être un mécanisme pouvant participer au 
développement de lésions de MAT et sa modulation pourrait donc constituer une voie 
thérapeutique dans le SHU371. Cela suggère peut-être également l’intéret de vacciner les 
patients à risque de SHU contre les germes susceptibles d’induire une désialylation (notons 
que le pneumovax 23 couvre actuellement toutes les souches de Pneumocoque impliquées 
dans la survenue d’un SHU).  
 
 
2.3 Défaut de régulation du facteur de von Willebrand: déficit en ADAMTS-13   
 
2.3.1 Le facteur de von Willebrand : description et régulation  
 
Le facteur de von Willebrand (FvW) est une glycoprotéine plasmatique, qui participe de 
façon essentielle à l’hémostase primaire (adhésion et agrégation plaquettaire) et à la 
coagulation (transport du facteur VIII qu’il protège de la protéolyse). Il a une structure 
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multimérique, organisée en association de dimères, chaque dimère étant lui-même formé 
de deux monomères d’environ 250 kDa, reliés par des ponts disulfures372. Il existe ainsi des 
multimères circulants du FvW de différentes tailles, variant de 500 à 20 000 kDa373, 
auxquelles s’ajoutent des formes dites de très hauts poids moléculaires (THPM) stockées 
dans les compartiments cellulaires et physiologiquement absentes du plasma.  
Chaque monomère de FvW présente de nombreux sites de liaison, lui permettant 
d’interagir avec différents acteurs de l’hémostase (glycoprotéines plaquettaires GpIb ;  
intégrines plaquettaires αIIbβ3 (ou GpIIb/IIIa) ; facteur VIII ; chaîne α de la fibrine ; 
collagène ; héparine-sulfate). De fait, le pouvoir adhésif du FvW vis-à-vis du sous-
endothélium et des plaquettes est directement proportionnel à sa taille. Il est, par ailleurs, 
exacerbé dans la microcirculation sanguine et les vaisseaux altérés, où les forces de 
cisaillement élevées favorisent le dépliement du FvW, ce qui augmente le nombre de sites 
d’interaction exposé.  
Les multimères de THPM du FVW sont synthétisés dans les cellules endothéliales et les 
plaquettes. Ils sont stockés respectivement dans les corps de Weibel-Palade et les α-
granules, compartiments cellulaires à partir desquels ils pourront être secrétés dans le 
plasma, en quelques secondes, en réponse à différents stimuli (histamine, thrombine, 
protéines du complément, etc.). Une sécrétion constitutive existe également, à partir des 
cellules endothéliales, de multimères de plus petites tailles, qui sont alors sécrétés juste 
après leur synthèse vers les vaisseaux et la matrice extracellulaire.  
Lors d’une lésion pariétale vasculaire, la mise à nu de la matrice extracellulaire induit une 
exposition du FvW lié au collagène du sous-endothélium, sur lesquels vont freiner les 
plaquettes via principalement leur récepteur GPIb. D’autre part, sont sécrétés des 
multimères de THPM, qui se déploient et interviennent dans l’agrégation plaquettaire en 
se liant aux intégrines plaquettaires αIIbβ3.   
La régulation, dans le plasma, de la taille des multimères de FvW et donc de leur pouvoir 
adhésif est essentielle et repose principalement sur l’action de la métalloprotéase 
ADAMTS-13 (A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin type 1 repeats). Il 
s’agit d’une enzyme synthétisée principalement par le foie, mais aussi par les cellules 
endothéliales et les plaquettes. Elle est secrétée dans le plasma sous forme active (≈ 1 
μg/ml), où elle peut cliver spécifiquement le FvW, générant ainsi des multimères de plus 
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petits poids moléculaires. Elle intervient à la fois lors de la sécrétion endothéliale initiale 
des FvW de THPM, limitant leur mise en circulation, et au sein du clou plaquettaire, pour 
permettre sa résorption après réparation de la brèche vasculaire. Ainsi, un déficit en 
ADAMTS-13 peut induire la formation non régulée de thrombi plaquettaires (figure n°14).  
 
Figure n°14 : Représentation schématique des conséquences in vivo d’un déficit en 
ADAMTS-13 (d’après Moake, NEJM, 2002) 212 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3.2 Le purpura thrombotique thrombocytopénique  
 
Le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) est aujourd’hui défini comme une 
MAT secondaire à un déficit fonctionnel sévère en ADAMTS-13 (activité inférieure à 10 %). 
La première description sémiologique de ce syndrome a été réalisée par Moschcowitz, en 
1924, qui rapporta le cas d’une jeune fille de 16 ans décédée dans les suites d’un tableau 
associant anémie hémolytique, thrombopénie, fièvre, protéinurie et troubles 
neurologiques et dont l’autopsie montra de nombreux thrombi hyalins dans les 
microvaisseaux cérébraux, rénaux, hépatiques et spléniques374. La mise en évidence, chez 
les patients présentant un PTT, de multimères de THPM du FvW par Moake en 1982, 
suggéra l’existence d’une protéine capable de cliver le FvW373. L’ADAMTS-13 fut ainsi 
 
A/ L’ADAMTS-13 clive le FvW, par 
hydrolyse d’un pont peptidique 
Tyr842-Met843 situé dans son 
domaine A2. Ce site de clivage est  
cryptique au sein du FvW natif et 
ne devient accessible qu’après 
dépliement de la protéine.  
 
B/ Un déficit quantitatif ou 
fonctionnel en ADAMTS-13 peut 
induire l’accumulation de multimères 
de THPM du FvW, et donc la 
formation non régulée de thrombi 
plaquettaires. 
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découverte en 1996375 ,376, et l’année suivante, un déficit de l’activité de cette protéase, 
était objectivé chez des patients souffrant de PTT377. Le déficit en ADAMTS-13 est pour 
l’heure rapporté à deux mécanismes : d’une part, à la présence d’auto-anticorps anti-
ADAMTS-13378 (≈ 95% des cas), responsables des formes acquises de PTT, classiquement 
rencontrées chez des femmes adultes ; d’autre part, à la présence d’une mutation 
homozygote ou hétérozygote composite dans le gène de la protéase379, rendant compte 
des formes de PTT héréditaires (syndrome d’Upshaw-Shulman).  
PTT et SHU partagent une sémiologie clinico-biologique et histologique proche, ce d’autant 
qu’une insuffisance rénale aigue, généralement plus modérée que dans le SHU, est 
rapportée chez environ la moitié des patients souffrant d’un PTT. Cela suggère des 
mécanismes lésionnels communs entre le déficit en ADAMTS-13 et les autres facteurs 
étiologiques avérés de MAT.  
L’imputabilité du déficit en ADAMTS-13 dans la génese de lésions de MAT a été confirmée 
dans un modèle de PTT acquis développé chez le primate. Feys et al ont, en effet, observé 
que l’administration d’anticorps murins anti-ADAMTS-13 à des babouins s’accompagnait, 
en l’absence d’autres facteurs déclenchant, dès 4 jours de traitement, d’un tableau de MAT 
disséminé380. A l’inverse, les souris chez qui la protéase était inactivée (délétion des exons 
1 à 6 codant pour le domaine catalytique) restaient asymptomatiques, à moins d’un fond 
génétique de prédisposition et d’une exposition à un facteur déclenchant. Ainsi, dans leur 
modèle de souris déficientes en ADAMTS-13, Motto et al, ont observé une thrombopénie 
isolée en cas de fond génétique induisant un taux élevé de FvW circulant, et la survenue de 
lésions de MAT en cas d’injection supplémentaire de Shiga-toxines (Stx2)381. Ce modèle se 
rapproche de ce qui est rapporté chez l’homme. En effet, la pénétrance et l’expression du 
déficit en ADAMTS-13 sont variables, tout comme dans les SHU associés à des anomalies 
de régulation du complément, suggérant, ici aussi, l’intervention d’autres facteurs. Les 
mêmes facteurs déclenchant que pour le SHU sont d’ailleurs décrits dans le PTT 
(grossesse/post-partum382, infections383, néoplasie, médicaments384 ,385), traduction 
probable de la nécessité préalable d’une activation endothéliale, responsable de la 
sécrétion de multimères de FvW.  
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2.3.3 Place du complément  
 
Une activation du complément à la phase aigüe d’épisodes de PTT a été rapportée par 
plusieurs équipes. Reti et al, étudiant les marqueurs d’activation du complément chez 13 
patients porteurs d’anticorps anti-ADAMTS 13, ont notamment décrits chez ces derniers, 
en phase aigüe et avant traitement, des taux plasmatiques plus élevés de C3a et C5b-9 
solubles que chez des sujets contrôles sains. Ces taux, diminuaient après échanges 
plasmatiques et se normalisaient en phase de rémission, faisant suggérer une corrélation à 
l’activité de la pathologie386. Ruiz-Torres et al avaient préalablement rapportés une 
diminution des taux plasmatiques de C3 à la phase aigüe de la maladie chez 4/8 patients, 
porteurs pour la moitié d’un déficit héréditaire en ADAMTS 13 et pour l’autre d’un déficit 
acquis387. Cette équipe a décrit in vitro une augmentation des dépôts membranaires de C3 
et de C5b-9 à la surface de cellules microvasculaires du derme (HMEC) exposées à du 
sérum de patients en comparaison à du sérum de sujets sains. Ils ont parallèlement montré, 
sous l’effet de sérums de patients, une activation des polynucléaires neutrophiles associée 
à la génération de ROS (espèces réactives de l’oxygène) et à une cytotoxicité endothéliale, 
ainsi qu’une augmentation de l’adhésion plaquettaire aux cellules endothéliales. Ces effets 
n‘étaient plus observés en présence de sérums décomplémentés387. Ce travail suppose un 
rôle important du complément et rend compte des interactions entre les différents acteurs 
cellulaires (cellules endothéliales, neutrophiles, plaquettes) et moléculaires (système du 
complément, de l’hémostase) impliquées dans la genèse des lésions de MAT.  
L’hypothèse d’une participation du complément a récemment été confortée par 
l’utilisation avec succès d’Eculizumab chez une patiente porteuse d’anticorps anti-
ADAMTS-13. Chapin et al ont, en effet, rapporté le cas d’une jeune femme présentant un 
PTT réfractaire aux différents traitements entrepris (échanges plasmatiques, stéroïdes, 
vincristine, Rituximab), chez qui une biopsie cutanée réalisée à 20 jours du diagnostic 
montrait des dépôts endothéliaux de C3d, C4d et C5b-9. Aucune anomalie dans les gènes 
du FH, FI, MCP ou FB n’était identifiée. L’utilisation à partir de J20 d’Eculizumab s’est 
accompagnée d’une rapide amélioration des paramètres d’hémolyse et de la fonction  
rénale388.  
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2.4 Autres facteurs étiologiques identifiés  
 
Dans la classification proposée par Besbas et al en 2006214, apparaît deux autres facteurs 
étiologiques de SHU, pour lesquels il n’y pour l’heure pas de lien décrit avec le 
complément : la quinine et les anomalies du métabolisme intracellulaire de la vitamine B12 
ou cobalamine.  
Brièvement, la quinine ou ses dérivés ont été impliqués dans la survenue de SHU, via un 
mécanisme probablement immuno-allergique. En effet, des anticorps dirigés contre divers 
épitopes des plaquettes, cellules endothéliales ou neutrophiles ont été identifiés chez les 
patients389 et des récurrences de SHU ont été observé chez des patients exposés de façon 
répétée à ces traitements390. 
Les anomalies du métabolisme intracellulaire de la vitamine B12 sont décrites comme de 
rares causes de SHU qui s’expriment généralement chez le nourrisson, sous une forme 
souvent fatale en l’absence d’un traitement rapide par hydroxycobalamine. Sans pouvoir 
l’expliquer à part entière, l’hyperhomocystéinémie est suggérée comme l’un des 
mécanismes favorisant la survenue d’un SHU, via le développement de lésions 
endothéliales214 ,391. Des déficits en vitamine B12 ont également été rattachés à la survenue 
de « pseudo-MAT » 392.     
Cette classification va continuer d’évoluer avec l’avancée des connaissances sur la 
physiopathologie des MAT. Le déficit en VEGF (vascular endothelial growth factor) pourrait 
notamment constituer un autre mécanisme étiologique favorisant le développement d’un 
SHU. En effet, ce facteur de croissance angiogénique est particulièrement impliqué dans la 
survie des cellules endothéliales. Il intervient notamment dans leur protection vis-à-vis du 
complément en induisant une augmentation de la synthèse membranaire de DAF189. 
Plusieurs syndromes de MAT ont ainsi été rattachés à une déplétion en VEGF, dans le cas 
notamment de traitements oncologiques par anticorps monoclonal humanisé anti-VEGF393 
ou de traitements par sirolimus, qui inhibe la sécrétion locale de VEGF394. Il a, par ailleurs, 
été rapporté dans des modèles de MAT rénales induites par perfusion artérielle rénale 
d’anticorps anti-cellules endothéliales chez des rats, que l’injection secondaire de VEGF121 
s’accompagnaient d’une réduction des lésions des artérioles et capillaires glomérulaires et 
péritubulaires395,396.     
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Ainsi, le syndrome hémolytique et urémique est une pathologie complexe. De multiples 
acteurs peuvent interagir pour aboutir au développement des lésions de MAT, parmi 
lesquels le système du complément, via une activation excessive de sa voie alterne.  
Comme nous l’avons évoqué dans l’introduction de ce chapitre, l’optimisation de la prise en 
charge thérapeutique passe par l’identification du ou des principaux mécanismes 
étiologiques en cause chez chaque patient présentant un SHU. Cependant, nous avons vu 
que même en l’absence d’anomalie sous-jacente de régulation du complément, ce système 
était également impliqué dans la physiopathologie de SHU rattachés à d’autres étiologies. 
Cela soulève notamment la question de l’élargissement des indications de l’Eculizumab 
dans ces autres formes, en particulier à la phase initiale de la pathologie. Cela suggère 
également l’intérêt de développer des tests permettant de statuer, de façon rapide et 
sensible, sur l’état d’activation du complément chez un patient présentant un SHU, de façon 
à guider éventuellement l’utilisation de ce traitement.   
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Chapitre 3 : Rôle de la dysfonction endothéliale et de l’hémolyse 
dans la genèse du SHU 
Le SHU est donc une MAT à tropisme rénal, dont les facteurs étiologiques potentiels sont 
multiples. Si le complément joue un rôle indéniable dans la genèse des lésions de MAT, 
comme le suggère la fréquence des anomalies touchant ce système dans le SHU, il ne 
constitue cependant qu’un acteur parmi d’autres (anomalie du système de l’hémostase ; 
inducteur d’activation ou d’agression endothéliale). Ces facteurs conjuguent leurs effets, 
avec des degrés de participation variable en fonction du mécanisme étiologique 
prépondérant, pour aboutir à l’acquisition d’un phénotype microvasculaire 
prothrombotique.   
Quelque soient les mécanismes initiaux en cause, les SHU partagent notamment deux 
dénominateurs communs. En premier lieu, une activation endothéliale dérégulée 
responsable d’une rupture de l’homéostasie vasculaire. Secondairement, une hémolyse 
intravasculaire, dont l’origine est rapportée traditionnellement à une lyse mécanique des 
érythrocytes contre les mailles des thrombi fibrino-plaquettaires formés au sein des 
microvaisseaux. L’objectif de ce chapitre est donc de présenter les principales 
caractéristiques de ces deux dénominateurs.  
 
 
1. Dysfonction endothéliale aigue  
 
L’endothélium occupe une position stratégique à l’interface entre les secteurs 
plasmatiques et tissulaires et constitue un acteur essentiel de l’homéostasie vasculaire. Il 
est sensible à une grande variété de stimuli environnementaux, chimiques, physiques ou 
humoraux, qui induisent, en réponse, la libération de nombreux facteurs impliqués dans la 
régulation de la vasomotricité, de la perméabilité vasculaire, de l’immunité innée et 
adaptative, des différentes étapes de l’hémostase, ainsi que dans la régulation de la 
prolifération et la survie des cellules musculaire lisses et de l’angiogenèse.  
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En conditions basales, l’endothélium sain, non activé, est relativement quiescent (durée de 
vie moyenne des cellules endothéliales supérieure à 1 an)397. Sa perméabilité est limitée 
aux fonctions physiologiques de transfert des nutriments et d’épuration. Il synthétise 
préférentiellement des facteurs de relaxation vasculaire et prévient la formation de 
thrombi de par les propriétés non-thrombogéniques, non-coagulantes, pro-fibrinolytiques 
de sa surface. Enfin, il exprime peu de molécules d’adhérence leucocytaire397,398. 
A l’inverse, son activation, en réponse à une agression, induit une bascule de son 
phénotype vers un profil proinflammatoire et prothrombotique. En cas de défaillance des 
systèmes de régulation, ce processus physiologique peut alors devenir délétère, comme 
par exemple dans les SHU associés à des anomalies du complément.  
 
 
1.1 Structure de l’endothélium  
 
L’endothélium est une monocouche de cellules endothéliales pavimenteuses, tapissant la 
surface de l’ensemble de l’arbre vasculaire et qui constitue ainsi une surface d’échange 
estimée entre 3 et 7 m2  399 ,400.  
Les cellules endothéliales partagent un certain nombre de caractéristiques communes. 
Elles présentent, cependant, une hétérogénéité de structure et de fonction selon les 
segments vasculaires (artères, artérioles, capillaires, veinules post-capillaires, veines) et les 
tissus irrigués, comme le confirme des profils d’expression génique différents401. Cette 
hétérogénéité permet les multiples fonctions de l’endothélium et rend probablement 
compte de la variabilité d’expression des pathologies vasculaires en fonction du site 
lésionnel initial. La microcirculation, notamment, constitue le lit vasculaire au sein duquel 
se développent les MAT.  
 
1.1.1 Caractéristiques de la microcirculation  
 
La microcirculation regroupe les vaisseaux de petits diamètres, classiquement inférieurs à 
200-300µm (artérioles, capillaires et veinules) et représente la surface endothéliale la plus 
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étendue de l’organisme (50 fois supérieure à celle de la macrocirculation)402. Elle est 
notamment responsable de la distribution des nutriments et oxygène aux tissus (réseau 
distributif) et d’une grande part des résistances vasculaires périphériques (réseau résistif).  
Comparativement aux macro-vaisseaux, caractérisés histologiquement par la superposition 
de trois tuniques (intima, media, adventice), la structure des capillaires se résume à un 
endothélium, une lame basale et une fine couche de conjonctif sous-endothélial, auxquels 
s’ajoutent quelques cellules musculaires lisses (péricytes). Les artérioles disposent, en plus, 
d’une couche de cellules musculaires lisses (figure n°15). 
 
Figure n°15 : Structure des différents segments de l’endothélium microvasculaire (d’après 
Benjamin/Cummings Publishing Company, 2004) 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Les artérioles sont principalement responsables du tonus vasculaire et régulent la 
distribution du débit sanguin dans les lits capillaires d’aval. Elles constituent, de fait, les 
principaux contributeurs des résistances périphériques.  
Le réseau capillaire se caractérise notamment par un régime de basse pression et de faibles 
vitesses d’écoulement (<1mm/sec), facilitant ainsi les échanges plasma/tissus, qui 
constituent leur principale fonction. Le diamètre des capillaires est compris entre 4 et 10 
µm et la paroi endothéliale est fine d’environ 0,5 µm. L’architecture des capillaires et les 
caractéristiques de leur endothélium diffèrent selon les tissus et les organes, déterminées 
par les fonctions et les besoins énergétiques de ces derniers. Les capillaires peuvent ainsi 
être : i/ continus non fenêtrés (cerveau, rétine), peu perméables ; ii/ continus fenêtrés 
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(reins, glandes endocrines, villosités intestinales), de perméabilité intermédiaire ; iii/ 
discontinus (foie, rate, moelle osseuse), dits capillaires sinusoides, les plus perméables397.  
 
 
1.1.2 Les différents composants de l’endothélium  
 
L’endothélium microvasulaire se compose principalement de trois acteurs - les cellules 
endothéliales, le glycocalyx et la membrane basale sous-endothéliale - qui coopérèent, 
permettant ainsi l’expression des différentes fonctions endothéliales.    
 
Figure n°16 : Les différents acteurs de l’endothélium microvasculaire (adapté de Rabelink et al, 
Nature Review Nephrology, 2010)403 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les cellules endothéliales 
Les cellules endothéliales sont liées entre elles par différents types de jonction 
intercellulaire (serrées, communicantes, adhérentes), formant ainsi une barrière 
sélectivement perméable entre secteur vasculaire et espaces sous-endothéliaux. Alors que 
les jonctions serrées, zones de fusion membranaire parfaitement étanche, prédominent 
dans le système artériel, elles sont plus rares, au profit de jonctions adhérentes, au niveau 
des capillaires et des veinules post-capillaires (à l’exception des capillaires cérébraux). Le 
niveau de perméabilité basale, par diffusion paracellulaire, est donc plus important dans la 
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microcirculation404. Cette perméabilité peut être rapidement augmentée via des 
phénomènes de rétraction cellulaire et/ou la formation de brèches intercellulaires (gap), 
notamment sous l’effet de la thrombine ou de l’histamine405 ,406. Les autres éléments 
impliqués dans la perméabilité endothéliale sont les protéines de surface, la charge 
électrostatique de la membrane endothéliale, la composition de la membrane basale et la 
richesse en dispositifs de transport trans-cellulaire, notamment en clathrines et cavéoles.   
Concernant les spécificités de synthèse de l’endothélium microvasculaire, il a notamment 
été rapporté : que l’expression inductible des molécules d’adhérences E-selectine, P-
selectine, ICAM-1 (CD54) et VCAM-1 (CD106) prédominaient au niveau des veinules post-
capillaires, site préférentiel de l’adhérence leucocytaire397,407,408 ; que le TFPI, inhibiteur 
endothéliale du facteur tissulaire, était richement exprimé à sa surface409 ,410 ; que la 
thrombomoduline était absente de l’endothélium cérébral411.   
 
La membrane basale sous-endothéliale 
De façon générale (à l’exception de certains capillaires discontinus), l’endothélium repose 
sur une membrane basale sous-endothéliale, qu’il participe à synthétiser. Cette matrice 
extracellulaire est particulièrement riche en collagène, en particulier de type IV et en 
glycoprotéines adhésives (fibronectine, laminine). Ces constituants contribuent à lui 
conférer sa résistance, nécessaire à l’intégrité vasculaire, ainsi que ses caractéristiques 
biochimiques, qui font de ce sous-endothélium un puissant activateur des plaquettes et de 
la coagulation412. En effet, en cas d’altération lésionnelle ou d’augmentation de la 
perméabilité, l’espace sous-endothélial peut exposer les facteurs nécessaires à l’adhérence 
et à l’agrégation plaquettaire ainsi qu’à l’initiation de la coagulation. Par ailleurs, 
Hindmarsh et al ont observé, sur un modèle d’HUVECs prétraitées par cytokines (IL-1β, 
TNFα, IFNγ), une colocalisation des dépôts de C3b avec la matrice extracellulaire, exposée 
par rétraction cellulaire sous l’effet des cytokines. Ils ont confirmé secondairement une 
activation du complément, par la voie alterne, à la surface de certaines protéines 
composant la matrice extracellulaire, en particulier la vitronectine et la fibronectine413.  
 
Le glycocalyx 
La surface luminale des cellules endothéliales est recouverte par le glycocalyx, dont 
l’importance a été suggérée précédemment lors de la description des SHU associés à 
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Streptococcus pneumoniae. Ce « manteau » endothélial, dont l’épaisseur varie entre 0,1 et 
1µm en fonction du site vasculaire, est principalement constitué de protéoglycannes, en 
particulier de syndecan, porteurs de différents glycosaminoglycannes (GAG)414. Parmi eux, 
l’heparane-sulfate et les dermatane/chondroitine-sulfates sont les plus abondants et 
rendent compte de la charge négative de la membrane cellulaire. Le glycocalyx participe, 
de façon fondamentale, à la perméabilité sélective de l’endothélium, ainsi qu’à ses 
propriétés naturellement anti-thrombogènes et anti-inflammatoire. Son organisation en 
réseau de GAG enchevêtré et sa charge négative constitue une première barrière, qui 
intervient dans la régulation du trafic cellulaire et macromoléculaire, en repoussant 
notamment les protéines plasmatiques chargées négativement415. Il limite également 
l’adhérence des plaquettes et des leucocytes circulants, dont les surfaces sont aussi 
chargées négativement416 ,417. Il maintient un environnement anti-coagulant via 
notamment l’héparane sulfate, qui est un cofacteur de l’antithrombine418, et le dermatane 
sulfate, qui interagit avec le cofacteur II de l’héparine, inhibiteur de la thrombine. Le 
glycocalyx constitue, par ailleurs, un réservoir de médiateurs anti-inflammatoires et 
notamment d’enzymes anti-oxydantes comme la superoxyde-dismutase (SOD) et il est 
impliqué dans la transduction des signaux de shear-stress, issus des forces de cisaillement, 
aux cellules endothéliales403. Enfin, les protéoglycanes de la surface cellulaire sont capables 
de fixer les chimiokines à la surface des cellules endothéliales, créant un gradient 
chimioattractant vis-à-vis des leucocytes circulants. On comprend ainsi qu’une altération 
du glycocalyx puisse participer au développement de lésions endothéliales.  
 
 
1.2 Principales conséquences de l’activation endothéliale aigue 
 
1.2.1 Acquisition d’un phénotype proinflammatoire  
 
Les cellules endothéliales disposent à leur surface de nombreux récepteurs. Leur activation, 
sous l’effet de différents stimuli, tels que le TNFα, l’IL-1, les endotoxines bactériennes ou 
divers stress, hypoxique ou métabolique, s’accompagne de la sécrétion ou de la synthèse, 
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via la mise en jeu de différentes voies de signalisation, de nombreux médiateurs qui 
participent au processus inflammatoire et à son contrôle398 ,399 ,419 ,420. Les principales 
conséquences de cette activation sont résumées dans la figure n°17.  
 
Figure n°17 : Principales conséquences de l’activation endothéliale aigue (à l’exception des 
effets sur l’hémostase qui seront traités indépendamment)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CE : Cellule endothéliale, CNP : Peptide natriurétique de type C, EDHF : Facteur hyperpolarisant dérivé de 
l'endothélium, IL1R : Récepteur à l’IL1, LPS : Lipopolysaccharide, MEC : Matrice extra-cellulaire, NO : 
monoxyde d’azote, PAF : platelet activating factor, PG : Prostaglandine, RCPG : Récepteur couplé aux 
protéines G, RFcIg : Récepteur auc fragments Fc des Ig, ROS : espèces réactives de l’oxygène, TLR : Toll like 
receptor, TNFR : Récepteur au TNF, TxA2 : Thromboxane A2.  
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D’autre part, l’endothélium constitue un site de production extra-hépatique important des 
composants du complément, ce qui participe probablement à l’activation locale de ce 
système. Il a été rapporté, sous l’effet de cytokines pro-inflammatoires ou des forces de 
cisaillement, une augmentation de la synthèse endothéliale (principalement sur des 
HUVECs) de properdine421, FB422, C379, des composants du complexe terminal C5, C6, C8 et 
C9423 et de régulateurs tels que le FH141 et le FI424. Comme nous l’avons vu précédemment, 
cette synthèse extra-hépatique est particulièrement importante au niveau rénal, où il a 
notamment été observé une synthèse de C3 et de C4 par les cellules endothéliales 
glomérulaires82 ,425.    
 
 
1.2.2 Acquisition d’un phénotype prothrombotique  
 
Les cellules endothéliales quiescentes expriment majoritairement des facteurs 
antithrombotiques. En cas d’activation de l’endothélium, il survient une modulation de la 
synthèse des différents médiateurs de l’hémostase par les cellules endothéliales, 
responsable de la bascule de leur phénotype vers un profil prothrombotique.  
Les principaux médiateurs endothéliaux de l’hémostase sont répertoriés dans le tableau 
n°2 (p.88).  
 
Parmi eux, le FvW est très rapidement sécrété après activation endothéliale à partir des 
corps de Weibel-Palade. Il constitue un acteur essentiel de l’hémostase primaire, en 
participant à l’adhésion et à l’agrégation plaquettaire. Ses caractéristiques, ainsi que son 
implication dans la physiopathologie des MAT ont été décrites précedemment (p.73). Ici, 
seront abordées plus spécifiquement les caractéristiques des acteurs endothéliaux de la 
coagulation et de la fibrinolyse.  
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Tableau n°2 : Médiateurs endothéliaux impliqués dans la régulation de l’hémostase 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.2.1 Coagulation et fibrinolyse : Généralités 
 Le facteur tissulaire (FT) est l’élément initiateur de la coagulation in vivo. Il s’agit d’une 
glycoprotéine transmembranaire possédant une très haute affinité pour le facteur VII 
(FVII). La liaison FT-FVII déclenche la cascade protéolytique de la coagulation jusqu’à la 
formation de thrombine (facteur IIa), capable de générer la fibrine, de stabiliser le 
thrombus et d’amplifier secondairement ce processus. Cette cascade se caractérise par 
une série de réactions enzymatiques dont les facteurs, le plus souvent des protéases à 
 
FvW : Facteur von Willebrand,  EPCR : Récepteur de la protéine C, NO : monoxyde d’azote, PAI-1 : Inhibiteur 
de type 1 de l'activateur du plasminogène, PAF : platelet activating factor, PARs : protease activated receptor, 
PG : Prostaglandine, ROS : espèces réactives de l’oxygène, t-PA : Activateur tissulaire du plasminogène, TFPI : 
Tissu Factor pathway Inhibitor, u-PA : Urokinase.  
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sérine, circulent dans le plasma sous forme inactive. Ils sont activés par hydrolyse 
partielle, qui démasque ainsi leur site actif. Ces réactions protéolytiques, en majorité 
calcium-dépendante, s’opèrent localement au contact des surfaces phospholipidiques des 
membranes plaquettaires et endothéliales.   
Le système de la coagulation a également des propriétés proinflammatoires. D’une part, 
comme nous l’avons vu précédemment, certains composants de ce système sont 
capables de cliver directement les protéines C3 et C5 du complément (voie des protéases 
extrinsèques)21 ,22. D’autre part, certains produits d’activation de la cascade de la 
coagulation, en particulier la thrombine, mais aussi les FVIIa, FXa, peuvent lier et activer 
les PARs (protease activated receptor). Ces récepteurs membranaires, dont 4 sont 
actuellement identifiés, appartiennent à la famille des protéines couplés aux protéine G. 
PAR-1 est le mieux connu, il est notamment retrouvé à la surface des plaquettes et des 
cellules endothéliales, en particulier dans le rein426. L’activation par clivage des PARs par 
leurs ligands peut induire différents effets427, et notamment dans le cas de l’activation de 
PAR-1 par la thrombine, la synthèse de eNOS, de prostacycline et la mobilisation des 
corps de Weibel-Palade399.      
 
Figure n°18 : Le  système de la coagulation et les différentes fonctions de la thrombine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La liaison du FVII au FT 
induit son auto-activation 
en FVIIa. Le complexe FT-
FVIIa clive alors le FX en 
FXa, de façon directe ou 
indirecte par l’intermédiaire 
du FIX. L’activation 
successive des facteurs X, V 
et II aboutit à la formation 
de thrombine, acteur 
essentiel de la coagulation.  
 
 
KHPM : Kininogène de haut poids moléculaire, PK : Prékallicréine,  
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 La fibrinolyse limite l’extension du thrombus et reperméabilise les vaisseaux. Elle est 
déclenchée par la plasmine, une protéase à sérine capable de dégrader les caillots de 
fibrine, qui circule dans le plasma sous forme de plasminogène inactif 428. L'activation du 
plasminogène, glycoprotéine plasmatique de synthèse hépatique, est sous la dépendance 
de deux protéines : 1/ l’activateur tissulaire du plasminogène (t-PA), sécrété par les cellules 
endothéliales sous l’effet de divers stimuli (thrombine, TNF, hypoxie) ; celui-ci a une haute 
affinité pour la fibrine, en particulier pour le complexe plasminogène/fibrine, de sorte que 
son activité reste principalement localisée au thrombus ; 2/ l'urokinase (u-PA), notamment 
synthétisée par les cellules endothéliales et les monocytes/macrophages sous forme de 
pro-urokinase. La liaison de la pro-urokinase au plasminogène induit son activation en 
urokinase, qui se lie alors à son récepteur de haute affinité u-PAR et induit la formation 
locale de plasmine à la surface cellulaire, rendant compte du rôle prédominant de l’u-PA 
dans les processus de remodelage429.  
 
Figure n°19 : Le système de la fibrinolyse et sa régulation  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La fibrinolyse est régulée négativement par 
plusieurs protéines :  
- L'antiplasmine (AP), de synthèse hépatique, qui 
neutralise la plasmine circulante.  
- Les inhibiteurs de l’activateur du plasminogène 
(PAI), serpines circulantes qui inhibent l’u-PA et 
le t-PA. La PAI-1 est principalement synthétisée 
par les CE, les mégacaryocytes et les monocytes 
(synthèse majorée en cas d’inflammation ou de 
grossesse). La PAI-2 est synthétisée par le 
placenta. 
- Le TAFI, de synthèse hépatique, dont l’activité 
carboxypeptidasique est activée par le complexe 
thrombine-thrombomoduline. Il clive ainsi les 
extrémités C-terminales de la fibrine sur lesquels 
se lient le t-PA et le plasminogène.  
 
 
CE : Cellule endothéliale, PAI : plasminogen activator 
inhibitor, TAFI : Thrombin-activatable fibrinolysis 
inhibitor 
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1.2.2.2 Facteur tissulaire et TFPI : implication dans les MAT  
Physiologiquement, le FT est strictement extravasculaire. Il est exprimé à la surface des 
cellules musculaires lisses et des fibroblastes et c’est donc l’effraction vasculaire, par lésion 
directe ou par rétraction cellulaire, qui induit son exposition et permet son contact avec le 
facteur VII circulant430 . En conditions pathologiques, il peut également être synthétisé par 
les cellules endothéliales, les monocytes et les neutrophiles sous l’effet notamment de 
cytokines proinflammatoires (TNFα, IL-1, IL-6), d’endotoxines bactériennes (LPS)431 ou de 
fragments activés du complément, en particulier C5a et CAM sublytique47,64 ,432 . Son 
activité est contrôlée par le TFPI (tissue factor pathway inhibitor). Cette protéine, est 
principalement synthétisée par l’endothélium, en particulier microvasculaire, ainsi que par 
les mégacaryocytes433. Le TFPI inhibe le FXa, soit directement, soit indirectement via la 
formation d’un complexe quaternaire FT/TFPI/FVIIa /FXa. 
L’importance de ce facteur anticoagulant est suggéré par les modèles murins déficitaires en 
TFPI fonctionnel, qui décèdent in utero de coagulopathie intravasculaire dans les formes 
homozygotes, tandis que les souris hétérozygotes augmentent leur susceptibilité 
prothrombotique lorsqu’existe une autre anomalie tel qu’un déficit en thrombomoduline 
ou une mutation du FV Leiden434 ,435. Hormis quelques études rapportant une diminution 
du TFPI dans le PTT436, il n’y a pas d’anomalies spécifiques décrites de cette protéine dans 
les MAT. Par ailleurs, si le rôle potentiellement néfaste du FT est depuis longtemps suggéré 
dans le choc septique, où il a été montré sur modèle animal que son inhibition réduisait la 
coagulopathie et la létalité437, aucune anomalie spécifique de cette protéine n’a, pour 
l’heure, été identifiée chez les patients souffrant de MAT. Seshan et al ont rapporté, 
néanmoins, dans un modèle murin de MAT rénale induit par anticorps anti-phospholipides, 
que les souris exprimant constitutionnellement moins de FT présentaient significativement 
moins de lésions glomérulaires438.   
 
1.2.2.3 Thrombine et régulateurs : implication dans les MAT 
La thrombine est un élément clé de la coagulation, dont elle est à la fois l'effecteur final et 
un régulateur. Elle catalyse le clivage spécifique du fibrinogène et l'activation des facteurs V, 
VIII, XI et XIII ainsi que celle de protéines régulatrices de la coagulation (protéine C) ou de la 
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fibrinolyse (TAFI). La thrombine est inhibée par l’α2-macroglobuline, les serpines 
(antithrombine, héparine cofacteur II et protéase nexine I) et pharmalogiquement, par 
l'hirudine. Son activité est, par ailleurs, régulée par la thrombomoduline (THBD).  
La THBD est une protéine membranaire, qui peut complexer la thrombine et augmenter 
l’affinité de celle-ci pour la protéine C au détriment du fibrinogène. Elle est 
majoritairement synthétisée par les cellules endothéliales et ce, de façon ubiquitaire (à 
l’exception des vaisseaux cérébraux411). Sa transcription est stimulée par les forces de 
cisaillement, tandis qu’elle est inhibée par le TNF-α ou l’IL-1. Elle participe donc à 
l’activation de la protéine C, qui peut alors dégrader de façon irréversible les cofacteurs Va 
et VIIIa et inhiber le PAI-1399. Par ailleurs, la THBD possède une activité anticoagulante 
propre par inhibition du complexe prothrombinase via une liaison au FXa439 ainsi que des 
propriétés fibrinolytiques via l’activation du TAFI440. Elle est également impliquée dans la 
régulation du complément, ce qui a conduit à son étude chez les patients souffrant de SHU 
atypique. En effet, la THBD potentialise l’action du FH en tant que cofacteur du FI pour le 
clivage du C3b231. D’autre part, elle active le TAFI, dont l’activité carboxypeptidasique 
permet le clivage des anaphylatoxines C3a et C5a441 ,442.  
Outre la place de la THBD dans le SHU231, d’autres arguments existent suggérant qu’une 
activation excessive de la coagulation ou un défaut de fibrinolyse puisse favoriser le 
développement d’un SHU.  
Parmi des sujets infectés à E. coli O157 :H7, l’évolution vers un SHU a été corrélé à des taux 
de prothrombine 1+2, d’inhibiteur de type I de l’activateur du plasminogène, de complexes 
t-PA/PAI-1 et de D-dimères plus élevés au cours de la phase prodromique443. Une 
augmentation de ces produits, en particulier de thrombine et du PAI-1, avait déjà été 
ponctuellement rapportée au cours du SHU444 ,445. Dans un modèle canin de SHU induit par 
injection de Stx, Raife et al ont également observé une élévation des taux de prothrombine 
1+2 et de fibrinogène, et suggéré l’intérêt d’inhiber la thrombine devant le constat que les 
chiens prétraités par de l’hirudine présentaient une évolution plus favorable446.  
Par ailleurs, alors que le PAI-1 est physiologiquement absent des reins normaux, il est 
exprimé en regard des lésions de MAT, glomérulaires et artériolaires447,448. Une diminution 
de l’expression glomérulaire d’ARNm de t-PA a également été observée dans les reins avec 
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microangiopathie thrombotique448, ce qui associée à l’augmentation de PAI-1, est 
susceptible de rendre compte d’un état prothrombotique par inhibition de la fibrinolyse.    
 
Ainsi, la rupture de l’équilibre homéostatique vers un état procoagulant ou anti-
fibrinolytique constitue très probablement un élément clé de la physiopathologie des SHU et 
autres MAT. Néanmoins, pour l’heure, il n’a pas été montré de bénéfice évident à 
l’utilisation d’anti-agrégant-plaquettaire, d’anticoagulant ou de profibrinolytique dans le 
SHU449. 
 
 
2. Rôle de l’hémolyse  
 
2.1 Catabolisme de l’hémoglobine  
 
2.1.1 L’hémoglobine 
 
L'hémoglobine (Hb) est une protéine abondante (≈15g/dL), strictement compartimentée 
dans les érythrocytes, au sein desquels elle permet le stockage et le transport de l’oxygène 
et du dioxyde de carbone entre tissus et poumons, où ont lieu les échanges gazeux.  
L’Hb est une chromoprotéine porphyrinique appartenant à la superfamille des globulines. Il 
s’agit d’un hétérotétramère de 64 kDa, formé de 4 sous-unités globulaires identiques, les 
globines, et de 4 molécules d’hème. Les globines constituent la fraction protéique de l’Hb 
et sont chacune constituées, chez l’adulte, de deux couples de chaînes polypeptidiques, α 
et β (α2β2). Chaque globine porte en son centre une molécule d’hème, qui est formée 
d'une protoporphyrine IX constituée de 4 noyaux pyrroles et, en situation basale, d'un 
atome de fer ferreux (Fe2+) apolaire450.  
L'hème est abrité au sein d’une « poche » hydrophobe, environnement qui protège l'atome 
de fer de l’oxydation et lui permet d’être maintenu à l'état ferreux lors des étapes 
d’oxygénation/désoxygénation. En cas d’oxydation, cet atome perd un électron, passant 
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ainsi à l'état ferrique (Fe3+). L'hème est alors appelé hématine et l'hémoprotéine, 
méthémoglobine ou ferrihémoglobine451. 
 
Figure n°20 : Structure de l’hémoglobine et de ses dérivés (adaptée de Kumar et al, Tox.Letters 
2005)452 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
2.1.2 Hémolyse extravasculaire  
 
L'hémolyse physiologique est majoritairement extravasculaire. Les érythrocytes sénescents, 
après une durée de vie moyenne d’environ 120 jours, sont phagocytés par les macrophages 
du système réticulo-endothélial, au niveau de la moelle osseuse ainsi qu’au niveau 
splénique et hépatique453. L’hémoglobine est ainsi dégradée : les acides aminés des 
globines sont recyclés, le fer est stocké au sein des macrophages en se liant à la ferritine 
cytosolique et la protoporphyrine IX est catabolisée en biliverdine puis bilirubine libre, qui, 
liée à l’albumine, est transportée jusqu’au foie où elle est conjuguée puis éliminée dans les 
selles sous forme de stercobilinogène.   
 
 
2.1.3 Hémolyse intravasculaire  
 
Environ 10 à 20% de l’hémolyse physiologique est intravasculaire454, exposant 
potentiellement l’organisme aux effets toxiques de l’hémoglobine libre et de ses dérivés. 
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Ces derniers sont, de fait, immédiatement pris en charge par deux protéines, 
l’haptoglobine et l’hémopexine.      
En cas d’hémolyse intravasculaire massive, observée dans diverses situations ou 
pathologies telles que les MAT, ces systèmes de détoxification et de clairance sont 
dépassés, entraînant une accumulation d’Hb libre dans la circulation.   
 
2.1.3.1 Devenir de l’hémoglobine libre 
L’hémoglobine libre se dimérise dans le plasma. Si elle n’est pas captée par l’haptoglobine, 
elle subit alors une oxydation via différents mécanismes455 :  
- l’auto-oxydation : l’oxyHb libérée dans le plasma peut spontanément s’auto-oxyder, 
formant ainsi de la ferrihémoglobine (Hb-Fe3+) et un radical superoxyde (O2
• -) ;  
- la dioxygenation du monoxyde d’azote (NO) : l’oxyHb a une très forte affinité pour le NO 
plasmatique, à l’origine d’une réaction irréversible de dioxygenation du NO, qui génère de 
la ferrihémoglobine et du nitrate (NO3
-).   
 
L’anion radical superoxyde, formé lors de l’auto-oxydation de l’oxy-Hb, est dismuté en 
peroxyde d’hydrogène (H2O2), capable d’interagir avec les atomes ferriques. Cette 
réaction forme des radicaux peroxyles (ROO•) et des atomes ferryl (Fe4+), qui possèdent 
également de fortes propriétés pro-oxydantes.  
Par ailleurs, la ferrihémoglobine formée peut se dissocier et libérer son hème ferrique, 
dont les effets toxiques viennent s’ajouter à ceux des radicaux libres formés.  
De fait, plusieurs systèmes de détoxification doivent coopérer pour empêcher la circulation 
d’Hb et d’hème libre.  
 
2.1.3.2 Prise en charge de l’hémoglobine libre  
L’haptoglobine (Hp) constitue la première ligne de défense de l’organisme contre les effets 
délétères de l’hémoglobine libre.  
Il s’agit d’une glycoprotéine plasmatique abondante (0,3-3g/L), de type α2globuline, qui 
appartient aux protéines de la phase aigüe de l’inflammation et dont l’expression est donc 
induite sous l’effet de cytokines pro-inflammatoires456. Elle est de synthèse 
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majoritairement hépatique, mais peut localement être produite par différents tissus, 
notamment rénal457.   
Elle est généralement composée de 4 sous-unités α et β, organisées en dimères (αβ) reliées 
entre eux, au niveau de leurs sous-unités α, par un pont disulfure. Chaque sous-unité β 
peut lier un dimère d’hémoglobine458. Bien que non covalente, cette liaison Hb-Hp est 
solide, marquée par une très forte affinité calcium-dépendante (Kd 10-15 et courbe de 
dissociation lente)459.   
Le complexe Hb-Hp est ensuite capté par un récepteur piégeur (« scavenger ») 
transmembranaire, le CD163, qui est hautement et exclusivement exprimé par les cellules 
de la lignée monocytaire, en particulier par les cellules de Kupffer et les macrophages 
circulants460. Son expression peut notamment être augmentée sous l’effet des 
glucocorticoïdes461 ,462. Le complexe Hb-Hp est ensuite internalisé par endocytose médiée 
par le récepteur, puis les globines dégradées dans le lysosome et les molécules d’hème 
catabolisées par l’hème-oxygénase au sein du cytosol.   
D’autres systèmes peuvent, à minima, relayer, en cas d’hémolyse massive, l’haptoglobine, 
qui est alors consommée. L’Hb non complexée peut se lier au récepteur CD163 (alors qu’il 
ne lie pas l’haptoglobine isolée)460 ,463, ainsi qu’à une autre protéine circulante, l’Hpr 
(Haptoglobine-related protein)464.  
 
2.1.3.3 Prise en charge de l’hème libre 
Lorsque ce premier système de détoxification est saturé, l’hémoglobine libre est, d’une 
part filtrée par les glomérules rénaux, à l’origine d’une hémosidérinurie puis d’une 
hémoglobinurie lorsque les capacités de réabsorption des cellules tubulaires sont 
dépassées, et d’autre part s’oxyde en ferrihémoglobine qui se dissocie en globine et 
hématine.  
L’hématine est rapidement captée par l’hémopexine circulante, qui constitue donc la 
seconde ligne de défense de l’organisme vis-à-vis des produits d’oxydation de l’Hb. 
L’hémopexine (Hx) est une glycoprotéine sérique d’environ 60 kDa, migrant dans la zone 
des β1-globulines. Sa synthèse est aussi principalement hépatique et majorée par 
l’inflammation, rendant compte d’une concentration plasmatique de l’ordre de 0,5 à 1,15 
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g/L465.  Elle est également exprimée par les cellules du système nerveux central466, par les 
photorécepteurs de la rétine et par les cellules mésangiales rénales467.   
Elle forme un complexe équimoléculaire hématine-hémopexine, de très haute affinité (Kd ≈ 
10-13 M)467. Cette liaison induit un changement conformationnel de l’hémopexine, qui lui 
permet de se lier à son récepteur, le LRP (low density lipoprotein receptor-related protein) 
ou CD91. Celui-ci appartient à la superfamille des récepteurs aux LDL, possède une 
quarantaine de ligands et à ce titre de multiples fonctions468. Il s’agit d’une protéine 
transmembranaire, d’expression moins spécifique que le CD163, retrouvée à la surface des 
macrophages circulants mais aussi des hépatocytes, fibroblastes, adipocytes, neurones469. 
Le complexe hématine-Hx est ensuite pris en charge par CD91, de façon similaire au 
complexe ferrihémoglobine-Hp par CD163, à savoir via une internalisation par endocytose, 
puis la dégradation de l’hématine par l’hème oxygénase cytosolique et libération du fer qui 
se lie à la ferritine intracellulaire470. D’autre part, tout comme l’haptoglobine, l’hémopexine 
est dégradée dans le lysosome, de sorte que la consommation de ces deux protéines par, 
respectivement, l’hémoglobine et l’hème libre, aboutit à leurs rapides déplétions 
plasmatiques.  
Lorsque l’hémopexine est saturée, l’hématine peut se lier à d’autres protéines circulantes, 
dont l’albumine (Kd ≈ 10-8 M), l’HCP1 (heme carrier protéin 1)471 et la lipocaline α1 
microglobuline472. Elle lie également avec une forte affinité (Kd ≈ 10
-10 M) les lipoprotéines, 
ce qui constitue l’un de ses mécanismes de toxicité473. 
 
2.1.3.4 L’hème-oxygénase  
Le système hème-oxygénase est le principal mécanisme physiologique de dégradation de 
l’hème, dont le catabolisme constitue un mécanisme de protection vis-à-vis du stress 
oxydatif qu’il engendre. En effet, les produits de dégradation de l’hémoglobine, en 
particulier le dioxyde de carbone et la bilirubine, ont de fortes propriétés anti-oxydantes et 
anti-inflammatoires455.  
L’hème-oxygénase (HO) existe sous trois isoformes. L’expression, la distribution et la 
régulation de HO-1, -2 et -3 diffèrent selon les cellules et les tissus. Seules les HO-1 et -2, 
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produits respectifs des gènes  ho-1 et ho-2, ont une activité catalytique notable pour 
l’hème. Les fonctions de l’HO-3 ne sont pas encore clairement identifiées.  
L’expression de l’HO-2 est constitutive, en particulier au sein des cellules du système 
nerveux central474. A l’inverse, l’HO-1 est strictement inductible. Son expression 
intracellulaire, à la membrane du système réticulo-endoplasmique, est ubiquitaire et 
induite par de nombreux stimuli parmi lesquels le stress oxydatif, ainsi que par la liaison 
des complexes hémoglobine-haptoglobine et hématine-hémopexine à leurs récepteurs 
spécifiques475. L’augmentation rapide et importante de l’HO-1 après stimulation cellulaire 
constitue l’une des caractéristiques de cette enzyme, dont la synthèse est régulée via de 
nombreux facteurs transcriptionnels et circuits de signalisation476.   
 
 
2.2 Toxicité induite par l’hémoglobine libre et ses dérivés 
  
Hémoglobine libre et hématine, de par leurs propriétés biochimiques et structurelles, ont 
de multiples effets sur l’endothélium, qui constitue leur principale cible, ainsi que sur 
certains tissus, en particulier rénal. Ces effets sont généralement décrits comme 
dépendant de la concentration et du temps d’exposition, traduction possible des 
différences phénotypiques observées entre les tableaux d’hémolyse aigue et chronique. 
Ces molécules conduisent notamment, via divers mécanismes, à l’acquisition d’un 
phénotype vasculaire prothrombotique et proinflammatoire. Les principaux mécanismes 
de toxicité de l’hémolyse intravasculaire sont résumés dans la figure n°21, p.103.  
 
2.2.1 Principaux mécanismes de toxicité de l’Hb libre et de ses dérivés 
 
2.2.1.1 Déplétion en monoxyde d’azote  
Le monoxyde d’azote (NO) est un acteur essentiel de l’homéostasie vasculaire. Il constitue 
l’un des principaux médiateurs de la vasodilatation endothéliale477 ,478, mais est également 
impliqué dans la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses, l’adhérence 
leucocytaire et, comme nous le verrons secondairement dans l’hémostase. Sa synthèse 
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endothéliale, est sous la dépendance de la NOS endotheliale (eNOS), enzyme constitutive, 
qui catalyse, en présence de NADPH (nicotinamide adenine dinucléotide phosphate), 
l’oxydation de la L-arginine en NO et L-citrulline. La eNOS peut être activée via différents 
mécanismes : d’une part, par une voie calcium-dépendante, où l’augmentation des taux 
intracellulaires de Ca2+ sous l’effet de divers médiateurs (acetylcholine, bradykinine), libère 
la eNOS de sa liaison inhibitrice à la cavéoline ; d’autre part, par des voies de 
phosphorylation (PI3K/Akt), notamment régulées par les forces de cisaillement, le VEGF et 
les œstrogènes479 ,480. Le NO, très diffusible, rejoint ensuite, à travers les membranes 
cellulaires, la lumière vasculaire et les cellules musculaires lisses, dont il induit la relaxation 
par augmentation des taux intracellulaires de GMPc (guanosine monophosphate 
cyclique)478.  
 
L’hémolyse intravasculaire induit une rapide déplétion en NO, via deux mécanismes :  
- d’une part, principalement, par un mécanisme de consommation, via les réactions du NO 
avec l’oxy et la desoxy-hémoglobine, à l’origine notamment de ferri-Hb ; 
-  d’autre part, par un mécanisme d’inhibition de synthèse. En effet, l’hémolyse 
s’accompagne d’une libération d’arginases érythrocytaires, qui convertissent la L-arginine, 
nécessaire à la synthèse de NO, en ornithine.  
Le NO produit par les cellules endothéliales est ainsi immédiatement capté par l’Hb libre, 
ce qui inhibe sa diffusion paracrine vers les cellules musculaires lisses vasculaires481 et 
altère la vasomotricité482 ,483. De nombreux travaux ont étudié les conséquences de 
l’hémolyse sur le tonus vasculaire. Ils ont montré que, par l’intermédiaire notamment de la 
déplétion en NO, survenait une vasoconstriction pouvant donner lieu à une hypertension 
artérielle systémique ou pulmonaire ainsi qu’à une altération de la perfusion des 
organes484-486. Il a d’ailleurs été montré que l’inhibition des interactions NO/Hb libre, par 
mutagénèse dirigée de l’hémoglobine chez des rats, s’accompagnait d’une diminution des 
phénomènes de vasoconstriction et d’hypertension artérielle observés après perfusion 
d’hémoglobine libre487.  
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2.2.1.2 Extravasation de l’hémoglobine libre   
Sous forme dimérique, l’hémoglobine libre, compte tenu notamment de son petit poids 
moléculaire (32kDa), est capable de traverser l’endothélium vers l’espace sous-endothélial 
et péri-vasculaire488, ce qui participe à sa toxicité. En effet, l’espace interstitiel constitue 
probablement l’un des sites de la captation par l’Hb du NO d’origine endothéliale. Plusieurs 
équipes ont ainsi montré une diminution de l’effet vasoactif de l’Hb libre lorsqu’elle est 
polymérisée et donc de plus haut poids moléculaire, ce qui entrave sa translocation à 
travers l’endothélium489. D’ailleurs, l’un des mécanismes protecteurs de la liaison de l’Hb à 
l’haptoglobine tient à la formation d’un complexe de haut poids moléculaire (>150 kDa), 
qui reste donc intravasculaire490.     
 
2.2.1.3 Induction de stress oxydatif et transduction de signaux intracellulaires 
L’oxydation de l’hémoglobine génère des dérivés porteurs de groupement ferrique (Fe3+) 
ou ferryl (Fe4+) ainsi que des espèces réactives de l’oxygène (ROS), dont les propriétés pro-
oxydantes sont susceptibles d’altérer de nombreux composants plasmatiques, 
membranaires ou intracellulaires.   
Ils peuvent ainsi altérer, par oxydation, l’ADN491 ainsi que les protéines, dont ils favorisent 
également la réticulation452. D’autre part, ils peuvent induire une peroxydation lipidique. 
L’hématine a notamment une forte affinité pour les lipoprotéines, en particulier les LDL, 
qui oxydés recrutent des macrophages, susceptibles de léser l’endothélium et de favoriser, 
en cas d’hémolyse chronique, le développement d’athérosclérose492 ,493.  
Par l’intermédiaire de l’oxydation des lipides ou protéines membranaires ou par action 
directe des ROS, qui interagissent avec différents récepteurs ou facteurs de transcription, 
l’hémolyse conduit à la transduction de nombreux signaux intracellulaires, notamment 
proinflammatoires.  
Les ROS peuvent, en effet, activer les voies de signalisation NF-κB et AP-1494 ,495. L’hématine 
peut également se lier aux TLRs (Toll Like Receptors), en particulier le TLR-4496, susceptible 
d’activer ainsi la voie NF-κb. Par ailleurs, l’hème, en se liant à Bach 1, un represseur 
transcriptionnel qui régule l’expression de l’HO-1 et d’autres enzymes anti-oxydantes, 
abroge ces fonctions répressives497.  
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2.2.1.4 Amplification de l’hémolyse  
De par sa nature hydrophobe, l’hématine peut s’intercaler au sein des membranes 
cellulaires riches en lipides, augmentant ainsi leur susceptibilité à être lésée via des 
mécanismes d’oxydation452,498 .  
Elle peut ainsi affecter les membranes érythrocytaires et participer à amplifier l’hémolyse. 
D’une part, il a été montré que la ferrihémoglobine, indépendamment de l’action 
éventuelle des radicaux libres, induit une incapacité des globules rouges à maintenir leurs 
gradients électrochimiques, du fait notamment d’une fuite potassique, pouvant conduire à 
une lyse osmotique499. D’autre part, l’hématine peut altérer la conformation des protéines 
du cytosquelette érythrocytaire, telles que la spectrine et la protéine 4.1. Cela diminue la 
stabilité structurelle de ces cellules500 ,501. Les érythrocytes sont d’autant plus sensibles à 
l’action hémolytique de l’hématine qu’ils sont pathologiques ou sénescents452.  
 
 
2.2.2 Propriétés prothrombotiques  
 
Plusieurs constats permettent de suggérer un rôle prothrombotique fort de l’hémoglobine 
libre et de ses dérivés. D’une part, les complications thrombotiques émaillent 
fréquemment l’évolution de certaines pathologies caractérisées par une anémie 
hémolytique, en particulier la drépanocytose502, les thalassémies503 ou l’hémoglobinurie 
paroxystique nocturne504. D’autre part, il a été rapporté, après administration 
intraveineuse d’hématine chez des volontaires sains, un allongement des temps de 
prothrombine et de thrombine, associé à la survenue de thrombophlébite dans 45% des 
cas (4/9 patients)505. Ce type de complication est également décrit chez des patients 
souffrant de porphyrie aigue intermittente traitée par perfusion d’hématine506 ,507. De 
nombreux travaux tendent à confirmer cet effet prothrombotique de la ferri-hémoglobine 
et de l’hématine, via des mécanismes intéressant aussi bien l’hémostase primaire que la 
coagulation. 
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Effets sur l’hémostase primaire  
En premier lieu, ces molécules induisent une activation plaquettaire. Olsen et al ont 
montré in vivo sur modèle animal (rat), que la perfusion d’hémoglobine s’accompagnait 
d’une augmentation de l’adhérence et de l’agrégation plaquettaire sur les surfaces 
vasculaires lésées508. Le principal mécanisme évoqué est celui de la déplétion en NO induite 
par l’Hb libre. En effet, le NO est connu pour être un inhibiteur de l’activation plaquettaire, 
via notamment une augmentation des taux de GMPc509. Par ailleurs, Studt et al ont montré 
que l’activité ADAMTS-13 était inhibée, de façon dose-dépendante, par l’hémoglobine libre 
et ce dès une concentration de 0,2g/L510, mécanisme susceptible d’accentuer la formation 
de thrombi.   
 
Effet sur la coagulation  
In vitro, en présence de plasma humain normal, l’hématine active la voie endogène, FXII-
dépendante, de la coagulation et génère également une activité kallikréine, qui pourrait 
encore amplifier l’auto-activation du FXII511. D’autre part, elle interviendrait sur la voie 
exogène de la coagulation, en provoquant une augmentation de la synthèse et de 
l’expression membranaire du facteur tissulaire512.  
La déplétion en NO joue ici aussi un rôle important. En effet, le NO interagit avec certains 
acteurs de la cascade de la coagulation et notamment le FXII, qu’il inhibe. C’est l’un des 
mécanismes retenus pour expliquer l’augmentation de la stabilité du clou plaquettaire en 
cas de déplétion en NO513. Par ailleurs, il a été montré que l’inhibition de la production 
endothéliale de NO exacerbait les lésions rénales observées dans un modèle de SHU induit 
par injection artérielle rénale d’anticorps anti-cellules endothéliales glomérulaires chez le 
rat514 ,515. Shao et al. observent, chez ces rats, une augmentation notable des dépôts 
glomérulaires de fibrine ainsi qu’un nombre plus important de cellules endothéliales 
apoptotiques515. Enfin, des lésions rénales de MAT ont été observées dans un modèle 
murin déficitaire en NO516. 
Notons que les microparticules érythrocytaires issues de l’hémolyse contribuent également 
à l’augmentation de la génération de thrombine517 ,518. 
 
105 
 
Figure n°21 : Principales conséquences de l’hémolyse intravasculaire (adaptée de Rother et al, 
JAMA, 2005)525 
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2.2.3 Propriétés proinflammatoires  
 
L’hémoglobine libre et ses dérivés ont également des propriétés proinflammatoires, en 
provoquant une augmentation de la perméabilité vasculaire519 et en favorisant le 
recrutement et l’adhérence des cellules inflammatoires.   
 Il a notamment été montré, sous l’effet de ferrihémoglobine ou d’hématine :   
- Une rétraction cellulaire endothéliale520, ce qui pourrait participer à l’augmentation de la 
perméabilité vasculaire et à l’exposition de la matrice sous-endothéliale ;   
- Une augmentation de l’expression endothéliale de certaines molécules d’adhérence telles 
que ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular adhesion molecule-1),  
E-selectine ou fibronectine ; l’expression membranaire de P-selectine est également 
augmentée, de façon transitoire521 ,522 ;  
- Une activation des polynucléaires neutrophiles : d’une part, leur chimiotactisme est 
augmenté, via probablement la production d’IL8 induite dès de faibles doses d’hématine 
(3µM); d’autre part, l’hématine déclenche une polymérisation de l’actine des 
neutrophiles, participant ainsi à leur adhérence stable à l’endothélium, qui est suivie de 
leur dégranulation et d’une libération dose-dépendante de dérivés oxygénés523 ; 
- Une augmentation de l’expression des récepteurs à IL-2 sur les cellules mononuclées 
circulantes524.   
 
 
2.2.4 Toxicité rénale de l’hémolyse  
 
Le rein devient, en cas d’hémolyse massive, l’un des principaux sites de clairance et de 
dégradation de l’hémoglobine libre. L’hémoglobine dimérique, filtrée par les glomérules, 
est internalisée par les cellules épithéliales des tubes contournés proximaux, via deux 
récepteurs présents au pôle apical de ces cellules, la cubiline et à la megaline526. L’hème, 
issu de la dissociation intracellulaire de l’hémoglobine, est alors pris en charge par l’HO-1, 
dont la synthèse (pic d’ARNm ≈ 12h) est fortement induite au sein des cellules épithéliales 
tubulaires en cas de stress oxydatif527. Lorsque les capacités de résorption de ces cellules 
sont dépassées, une hémoglobinurie apparait.  
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La susceptibilité rénale à l’hémolyse est depuis longtemps décrite, via notamment des 
modèles animaux d’insuffisance rénale aigue expérimentale après perfusion de solutions 
d’hémoglobine ou de méthémoglobine528 ,529. Traditionnellement, la toxicité rénale aigue 
de l’hème est rattachée à trois mécanismes physiopathologiques451 ,530 : i/ une hypo-
perfusion rénale rapportée à des phénomènes de vasoconstriction, notamment liés à la 
déplétion en NO ; ii/ une obstruction tubulaire par précipitation intra-tubulaire de 
l’hémoglobine ; iii/ une cytotoxicité directe de l’hème sur les cellules épithéliales tubulaires, 
participant ainsi à leur apoptose et à leur détachement.     
L’analyse histologique rapporte, de fait, des atteintes principalement tubulaires associant 
classiquement une hémosidérose tubulaire proximale, la présence de précipité d’Hb intra-
tubulaire et des lésions de nécrose tubulaire aigue, tandis que les autres segments du 
néphron, lorsqu’ils sont décrits, restent subnormaux531. Ces lésions tubulaires sont 
exacerbées, après induction d’une hémolyse, dans des modèles animaux où ont été 
invalidés certains systèmes de détoxification de l’hème, tels que l’hémopexine532 ou l’HO-
1533. Là encore, il n’est pas décrit de lésions intéressant les autres segments néphroniques. 
L’exposition chronique à l’hème, étudiée dans un modèle de rat soumis à des hémolyses 
itératives induites par glycérol, contribue, en revanche, au développement de lésions 
interstitielles, avec infiltrat inflammatoire puis fibrose, probablement par l’intermédiaire 
des facteurs MCP-1 et TGFβ, dont les synthèses sont augmentées dans ces conditions534 ,535. 
 
Dans ces modèles animaux exposés à une hémolyse induite, à des perfusions 
d’hémoglobine ou hématine ou à une défaillance des systèmes de détoxification, il n’est 
pas fait notion de lésions micro-vasculaires. Ces données suggèrent que le potentiel 
prothrombotique de l’hémoglobine libre et de ses dérivés s’exprime plus particulièrement 
sur un endothélium pathologique.  
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2.3 Maladies hémolytiques et activation du complément 
 
L’activation du complément est depuis longtemps décrite dans d’autres pathologies 
hémolytiques que le SHU ou le PTT. Ceci, même en dehors du contexte des anémies 
hémolytiques auto-immunes ou hémolyses post-transfusionnelles, où l’activation du 
complément, par la voie classique, est anticorps-dépendante536. Une activation est 
notamment rapportée : dans la βthalassémie majeure, où une augmentation du clivage du 
C3 et du FB a été mise en évidence537 ; dans la drépanocytose où une activation de la voie 
alterne a été décrite, principalement en période de crise115,538  mais également chez des 
patients asymptomatiques539 ; dans la malaria où une activation des voies classique540 ,541 
et alterne542 ,543  est observée.     
Parmi les mécanismes évoqués, Wang et al suggèrent que la surface des drépanocytes, 
marquée par une distribution en phospholipides membranaires anormale, constitue une 
surface activatrice de la voie alterne115. Dans la malaria, l’activation de la voie classique est 
supposée secondaire à la formation de complexes immuns chez les patients544, tandis qu’il 
existe également une activation de la voie alterne, qui coïncide avec la rupture des 
schizontes545. Outre ces quelques données, les mécanismes de l’activation du complément 
dans les pathologies hémolytiques ont été assez peu étudiés.  
Certaines équipes se sont néanmoins interrogées sur le rôle direct de l’hémoglobine et de 
ses dérivés. Il a ainsi été montré, in vitro, que l’adjonction de solutions d’hémoglobines 
(préparées à partir de lysat d’érythrocytes issus de patients sains ou drépanocytaires) à du 
sérum humain déclenchait une activation de la voie alterne du complément, révélée par la 
présence de produits de clivage du C3 et du FB persistante en cas d’inhibition de la voie 
classique (Mg2+-EGTA)539. Dans ce travail décrit en 1978, Wilson et al soulevaient déjà le 
rôle possible du complément dans la genèse du phénotype endothélial prothrombotique 
observé dans les hémolyses intravasculaires aigues. Ces résultats ont été remis en question, 
compte tenu de l’emploi, en conditions expérimentales, de solutions d’hémoglobine 
possiblement contaminées. Or, il a été montré que l’hémoglobine potentialisait la capacité 
des endotoxines bactériennes à activer la coagulation546 et il a été suggéré qu’il pouvait en 
être de même pour l’activation du complément547.   
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Ces résultats ont, cependant, été finalement confirmés avec des protéines purifiées. D’une 
part, Smith et al rapportent, en 1992, à travers l’étude des effets pro-coagulants de 
l’hémoglobine et de ses dérivés, une augmentation de la libération de C3a dans le plasma 
in vitro548. D’autre part, Pawluczkowycz et al, en 2007, décrivent une activation de la voie 
alterne en phase fluide sous l’effet de l’hématine. Cette activation s’accompagne du dépôt 
de fragments de C3 (C3b, iC3b, C3dg) à la surface des érythrocytes, en partie via le 
récepteur CR1, favorisant ainsi leur clairance par le système phagocytaire549. Ils rapportent 
donc un nouveau mécanisme pouvant expliquer l’amplification de l’hémolyse par 
l’hémoglobine libre et ses dérivés. A l’inverse, il a été montré que l’hème inhibait 
l’activation de la voie classique. En effet, Roumenina et al ont montré que l’hème liait le 
C1q, altérant ainsi ses capacités de reconnaissance vis-à-vis de la CRP ou des IgG550 et donc 
le déclenchement de la voie classique.   
 
Compte tenu des propriétés prothrombotiques et proinflammatoires de l’hémoglobine et 
de ses dérivés sur l’endothélium et dans la mesure où la littérature suggère une activation 
de la voie alterne par l’hématine, nous avons émis l’hypothèse d’un rôle direct de 
l’hémolyse dans la physiopathologie des MAT et tout particulièrement dans les SHU 
dépendant du complément. 
Les études préalables sur la contribution de l’hème à la physiopathologie des SHU ou 
autres MAT sont pauvres. Il existe un travail, décrit par Bitzan et al, qui montre que la 
verotoxine potentialise la cytotoxicité de l’hème envers les cellules épithéliales tubulaires 
(lignée), ainsi qu’envers des cellules endothéliales microvasculaires (culture primaire de 
cellules endothéliales du derme). En effet, le prétraitement de ces cellules par des doses 
subléthales de vérotoxine, induit, après exposition à de l’hématine, une augmentation de 
leur détachement551.      
 
 
2.4 Thérapeutiques ciblées sur l’hémolyse dans les MAT ?  
 
L’un des objectifs visés, en s’intéressant au rôle de l’hémolyse dans les SHU atypiques, est 
de dégager potentiellement une nouvelle cible thérapeutique.  
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Bien entendu, l’hémolyse reste un élément consécutif et non étiologique de la MAT. 
Néanmoins, bloquer ses effets pourrait limiter l’amplification des phénomènes 
prothrombotiques.   
Cibler l’hémolyse a déjà été envisagé dans d’autres pathologies hémolytiques, et 
notamment via l’utilisation d’haptoglobine ou d’hémopexine purifiées490 ,552. 
Récemment, Vinchi et al ont montré, dans un modèle in vitro de cellules endothéliales 
(HUVEC) exposées à l’hématine ainsi que dans deux modèles murins de βthalassémie et de 
drépanocytose, que l’adjonction d’hémopexine s’associait à une diminution de l’expression 
endothéliale de molécules d’adhérence (VCAM-1, ICAM-1, E-selectine), à une diminution 
de la production de ROS et à une augmentation de la biodisponibilité de NO553. 
Actuellement, il n’y a pas d’expérience clinique de l’utilisation d’hémopexine. 
Plusieurs équipes ont, par ailleurs, montré sur modèles animaux que l’administration 
d’haptoglobine diminuait les effets toxiques de l’hémoglobinémie. La co-injection 
d’hémoglobine et d’haptoglobine, dans un modèle de cobaye, permet de limiter 
l’hypertension artérielle, le stress oxydatif, l’hémoglobinurie et l’insuffisance rénale554 ,555. 
Boretti décrit également un effet bénéfique d’un prétraitement par glucocorticoïdes 
(8mg/kg/jours en deux prises pendant 3 jours) chez des chiens secondairement traités par 
perfusions d’hémoglobine, via une augmentation notable du taux d’haptoglobine circulant 
sous l’effet de ce prétraitement. Enfin, des résultats similaires ont été observés dans un 
modèle de cobayes exposés à des transfusions d’érythrocytes sénescents, qui, en l’absence 
de co-traitement par haptoglobine purifiée, développent de façon aigue (à 24h) un tableau 
associant hémolyse intravasculaire, hypertension artérielle, lésions vasculaires 
(nécrose/coagulation), hémoglobinurie et insuffisance rénale aigue556.  
L’haptoglobine purifiée est disponible au Japon depuis 1985 et plusieurs travaux cliniques 
de petite taille ou « case report » suggèrent l’intérêt de ce traitement dans la prévention 
de l’insuffisance rénale aigue490, notamment en chirurgie cardiaque en cas de circulation 
extracorporelle557.   
D’autres voies thérapeutiques sont étudiées, visant plus spécifiquement :  
- à augmenter la biodisponibilité du NO : Kaul et al ont montré, dans un modèle murin 
drépanocytaire (BERK), que l’administration d’arginine chez ces souris diminuait 
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l’hémolyse, le stress oxydatif et augmentait la biodisponibilité du NO558 ; sur un autre 
modèle murin de drépanocytose (souris Hbbs/ Hbbs), un effet bénéfique sur la 
vasoconstriction vasculaire pulmonaire et sur l’inflammation bronchique a été observé 
sous l’effet de NO inhalé559.    
- à augmenter l’expression de HO-1 : Belcher et al ont mis au point l’utilisation, dans un 
modèle murin drépanocytaire, d’une thérapie génique ciblée hmox-1 par transposon, 
conduisant à augmenter l’expression hépatique de HO-1. Ils montrent, chez ces souris 
exposées à une hypoxie/réoxygénation, une diminution de certaines voies de 
signalisation proinflammatoires (MAPK, NF-κB), de l’expression de molécules d’adhérence 
(VCAM-1) et de la stase vasculaire dans les veinules sous-cutanées560.    
 
 
 
Ainsi, l’activation endothéliale aigue constitue un mécanisme phare par lequel agisse, 
notamment, la majorité des facteurs étiologiques connus de SHU. L’existence sous-jacente 
d’une défaillance de la régulation des systèmes de l’inflammation ou de l’hémostase est 
alors susceptible de rompre l’équilibre de l’homéostasie endothéliale et de conduire au 
développement des lésions de microangiopathie thrombotique. Si l’activation endothéliale 
initie ce déséquilibre, il apparait que l’hémolyse pourrait venir l’amplifier, de par ses 
propriétés proinflammatoires et prothrombotiques. Elle pourrait constituer une seconde 
source d’agression de l’endothélium, susceptible d’induire le dépassement de ses capacités 
de tolérance et participer ainsi à majorer l’expression clinique des différents syndromes de 
microangiopathies thrombotiques.  
 
112 
 
Partie 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
Présentation des travaux  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
113 
 
Chapitre 1  :  Etude centrée sur la mutation C3 R139 W                                                    
Caractérisation fonctionnelle de la mutation et caractéristiques 
phénotypiques des SHUa associés 
 
Article 1  
 
 
 
 
 
Objectifs principaux 
 
La première partie de mon travail s’est concentrée sur l’étude de la mutation C3R139W. Il 
s’agit d’une mutation hétérozygote portée par l’exon 4 du C3, caractérisée par la 
substitution en position 481 d’une cytosine par une thymine (481C>T). Cette substitution 
conduit au remplacement d’un résidu arginine par un résidu tryptophane, en position 139 
de la protéine C3 mature (absence du peptide signal de 22 résidus), au sein de son 
deuxième domaine macroglobuline (MG2). 
L’intérêt porté à cette mutation s’explique principalement par sa prévalence puisqu’elle a 
été identifiée, de façon sporadique, chez 14 patients avec un SHUa, ce qui représente 
environ 4% de la cohorte française des SHUa et environ la moitié des patients porteurs 
d’une mutation dans le gène du C3. Communément, les SHUa sont rattachés à une 
mutation ponctuelle rare concernant l’une des protéines activatrices ou régulatrices du 
complément et le petit nombre de patients partageant la même mutation complique 
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l’analyse de leurs conséquences propres et des facteurs additionnels influençant la 
pénétrance et l’expression de la pathologie.  
Ainsi, les objectifs de ce travail étaient de réaliser la caractérisation phénotypique des 
SHUa présentés par ces patients, de déterminer d’éventuels facteurs susceptibles 
d’influencer l’expression de la pathologie et d’étudier les caractéristiques fonctionnelles de 
ce C3 muté ainsi que ses conséquences sur l’endothélium.  
 
Résultats 
La mutation C3R139W a donc été identifiée chez 14 patients ainsi que chez 11 des 19 
apparentés sains chez qui une étude génétique a pu être réalisée. La présence de 
polymorphisme de susceptibilité au SHUa, dans les gènes du FH (FH gtgt) ou de MCP (MCP 
ggaac), était significativement plus fréquente chez les patients qu’au sein d’une population 
témoin ou que parmi les apparentés sains porteurs de la mutation. Ces résultats ont 
conforté le caractère multigénique du SHUa et l’influence des polymorphismes à risque 
dans sa pénétrance.  
L’étude de l’expression phénotypique des SHU a révélé une distribution hétérogène, l’âge 
de survenue de la pathologie variant entre 8 mois et 72 ans (médiane : 22 ans). Elle a 
confirmé une apparente susceptibilité du sexe féminin à l’âge adulte (8/9 patients adultes) 
ainsi que la fréquente identification de facteurs déclenchant (10/14). L’évolution 
fonctionnelle rénale était souvent sévère, puisque six patients évoluaient vers l’insuffisance 
rénale chronique terminale dans la première année et il persistait, dans les autres cas, une 
insuffisance rénale chronique séquellaire. Par ailleurs, sur les 7 transplantations rénales 
réalisées, 4 étaient marquées par une récidive de SHUa, conduisant dans tous les cas, à une 
perte fonctionnelle du greffon. Nous avons, d’autre part, identifié une fréquence non 
négligeable d’événements neurologiques (5/14) ainsi que cardiologiques (8/14), suggérant 
notamment l’intérêt d’évaluer initialement et de surveiller la fonction cardiaque chez les 
patients (dosage des troponines, échocardiographie). Enfin, le taux plasmatique de C3 était 
abaissé en phase aigue du SHU chez 6/9 patients ainsi qu’en dehors de tout épisode chez 
5/8 patients, alors qu’il était constamment normal chez les apparentés sains (8/8).  
L’étude des conséquences endothéliales de la mutation C3R139W, en termes d’activation du 
complément et d’acquisition d’un phénotype procoagulant, a été réalisée, à partir de 
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sérum de patients, sur deux modèles cellulaires endothéliaux : d’une part, sur des HUVEC 
isolées dans le laboratoire selon la méthode de Jaffe561 et d’autre, sur des GEnC 
(glomerular endothelial cells), lignée immortalisée de cellules endothéliales glomérulaires 
humaines562, obtenue gracieusement auprès des Dr. Satchell et Pr. Mathieson.  
Sur cellules natives, il n’existait pas, en cytométrie de flux, de différence significative du 
dépôt membranaire de C3 entre sérums-contrôles et sérums-patients. A l’inverse, nous 
avons montré, sous l’effet d’une pré-activation endothéliale par des cytokines 
inflammatoires, une augmentation de ce dépôt et ce de façon significativement plus 
marquée avec les sérums-patients et ceux des apparentés sains porteurs de la mutation 
qu’avec les sérums-contrôles. Dans ces mêmes conditions d’activation endothéliale, nous 
avons mis en évidence une élévation des taux de C3a, C5a et C5b-9 soluble libérés lors de 
l’incubation des cellules endothéliales en présence de sérums porteurs de la mutation ainsi 
qu’une augmentation de l’expression membranaire de facteur tissulaire. Comme dans le 
cas du dépôt de C3, nous n’avons pas observé, pour ces paramètres, de différence 
significative entre témoins et patients en l’absence de pré-activation cellulaire. Ces 
résultats renforcent l’hypothèse selon laquelle le SHUa serait provoqué par l’amplification 
par un complément mal régulé, d’un événement lésionnel initial touchant les cellules 
endothéliales. Ils sont, par ailleurs, concordants avec les données cliniques, qui suggèrent 
que l’expression de la pathologie chez les sujets porteurs de la mutation C3R139W, requiert 
des facteurs additifs (facteurs déclenchant : 10/14 ;  polymorphismes à risque : 7/14). 
Par ailleurs, nous avons montré, sur cellules activées, qu’en cas d’inhibition du FH, par 
addition d’anticorps bloquants lors de l’étape d’incubation avec le sérum de patient, le 
dépôt de C3 était supérieur qu’en cas d’inhibition de MCP (anticorps bloquant), suggérant 
que la mutation C3R139W  soit majoritairement régulée par le FH. Pour appuyer cette 
hypothèse, nous avons établi que l’addition de FH purifié au sérum de patient 
s’accompagnait d’une diminution dose-dépendante du dépôt membranaire de C3.         
La caractérisation fonctionnelle de la mutation C3R139W a été réalisée à partir de protéines 
recombinantes. Cette mutation est localisée à proximité des sites de fixation du FH, de 
MCP et du FB. La liaison de ces trois protéines avec le C3R139W recombinant a été étudiée 
par ELISA et SPR (surface plamon resonance).  
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En premier lieu, nous avons observé une diminution de la liaison de MCP avec le C3R139W, 
tandis que l’interaction avec le FH était, elle, comparable à celle de la protéine témoin. Ceci 
est concordant avec les données précédemment décrites, qui suggèrent un rôle 
particulièrement important du FH chez les patients porteurs de la mutation C3R139W. 
D’autre part, nous avons mis en évidence une augmentation nette de la liaison de la 
protéine C3R139W avec le FB, qui s’est avérée associée à la formation d’une C3 convertase 
plus efficace (analyse par SPR).  
Nous avons ainsi démontré que la mutation C3R139W modifiait les caractéristiques 
fonctionnelles de la protéine C3, induisant un gain de fonction, à la fois, direct par 
augmentation de l’affinité avec le FB, et indirect par réduction de l’interaction avec la MCP.   
 
 
Conclusion  
 La mutation C3R139W  constitue un facteur de susceptibilité au SHUa, comme le suggère 
son identification chez 14 patients non apparentés (4% de la cohorte française).  
 Sa caractérisation fonctionnelle a mis en évidence un gain de fonction, à la fois direct et 
indirect, de la protéine C3. 
 Elle induit, en cas d’activation endothéliale préalable, une activation du complément à la 
surface des cellules endothéliales, ainsi que l’acquisition d’un phénotype procoagulant 
en favorisant l’expression membranaire de facteur tissulaire.  
 La pénétrance du SHU chez les sujets porteurs de la mutation C3R139W semble modulée 
par l’existence concomitante de polymorphismes à risque (FHgtgt, MCPggaac) ou 
l’exposition à des facteurs environnementaux agressant l’endothélium. 
 L’expression clinique des SHU-C3R139W est notamment marquée par une fréquence 
importante d’évènements cardiologiques, rappelant l’intérêt de surveiller la fonction 
cardiaque au cours de cette pathologie.  
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Supplementary Patients, Materials and Methods 
 
Patients 
Definitions  
HUS relapse was defined as recurrence of microangiopathic haemolytic anemia and/or 
thrombocytopenia, after these parameters had returned to the normal, with or without other extra-
haematological manifestation.  
Three grades of renal function were defined: end stage renal disease (ESRD), chronic kidney disease 
(CKD) not requiring chronic dialysis (glomerular filtration rate < 80 ml/min estimated by MDRD or 
Schwartz formula in children) and normal (glomerular filtration rate > 80 ml/min). 
  
Case Report 
Patient 1 (P1): This 6-month-old boy was admitted in intensive care unit due to an aHUS. In spite of a 
treatment by exchange-transfusion he developed a dilated cardiomyopathy and a chronic renal failure, 
which evolved to ESRD 11 years later. He experienced three kidney allografts. The first was marked 
by a chronic dysfunction and a graft loss after 9 years. The second allograft was lost after one month 
due to aHUS recurrence. The patient died of infectious complications associated with an acute 
rejection 2 months after the third transplantation.  
 
Patient 2 (P2): This 10-month-old girl developed an aHUS with cardiogenic shock (shortening 
fraction: 15%) and encephalopathy with convulsions. She was treated by plasmatherapy. Outcomes 
were a dilated cardiomyopathy with a slow favourable evolution, an ESRD requiring hemodialysis 7 
months later and secondary epilepsy. This patient had a hematologic recurrence after initiation of 
hemodialysis, which was resolved after binephrectomy.  
 
Patient 3 (P3): This 14-month-old girl was hospitalized for an aHUS. The disease was marked by 4 
relapses in 15 years, complicated by a chronic renal insufficiency. No extra-renal event has been 
reported. No plasmatherapy has been performed. 
 
Patient 4 (P4): The first aHUS episode was diagnosed in retrospect for this 2-year-old boy. He 
suffered 6 relapses between the onset of the disease and the need of dialysis 35 years later. No extra-
renal event has been described. 
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Patient 5 (P5): This patient was hospitalized at 15 years of age for an aHUS. The outcome was at first 
favourable under plasmatherapy. She experienced a relapse at 2 months, treated by plasmatherapy 
again. She developed a chronic renal insufficiency, which currently is at a pre-terminal stage after 22 
years.  
 
Patient 6 (P6):  This woman was admitted to hospital for an aHUS at 18 years of age, associated with a 
transitory left brachiocephalic deficiency. The evolution was initially favourable under plasmatherapy, 
but was marked by two recurrences 2 and 4 months after the onset, leading to ESRD. Two 
transplantations failed due to recurrence of aHUS, the first after 23 months and the second after 11 
months, in spite of preventive plasmatherapy.  
 
Patient 7 (P7): This woman was hospitalized at 21 years of age for a postpartum aHUS following her 
first pregnancy. In spite of plasmatherapy, the kidney function deteriorated, reaching ESRD after 4 
months. During the acute phase, she suffered convulsive seizures and cardiogenic shock (15% ejection 
fraction (Ef) leading to dilated cardiomyopathy. Neurologic and cardiologic evolutions were slowly 
favourable after several months. She was recently treated for a renal neoplasia, which contraindicated 
kidney transplantation. 
 
Patient 8 (P8): This man developed aHUS at 21 years of age in a context of cocaine addiction. He was 
treated by plasmatherapy. The acute phase was marked by renal failure requiring haemodialysis and 
reaching rapidly ESRD, left heart failure leading to dilated cardiomyopathy (Ef: 45 %) and 
convulsions. Kidney transplantation was performed without aHUS relapse (5 years follow-up).   
 
Patient 9 (P9): This 23-year-old woman was admitted for post partum aHUS, associated with a renal 
insufficiency requiring immediate hemodialysis. A hematological recurrence, associated with 
convulsions, was observed after 16 months in a context of malignant hypertension. The evolution was 
favourable under plasmatherapy.  
 
Patient 10 (P10): This woman developed aHUS at 30 years of age. The disease was complicated by a 
chronic renal failure, in spite of the plasmatherapy. Two months after remission, she developed a 
cardiogenic shock (Ef: 10%), related to a dilated cardiomyopahy, whose evolution was slowly 
favourable.  
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Patient 11 (P11): This 34-year-old woman was hospitalized for an aHUS and was treated by 
plasmatherapy. The outcome was partially favourable, marked by the persistence of chronic renal 
failure (6 months follow-up).   
 
Patient 12 (P12): This 35-year-old woman developed a post-partum aHUS following her third 
pregnancy. In spite of the plasmatherapy, the chronic renal failure persisted. Immediately after the 
aHUS onset, she developed a dilated cardiomyopathy and left heart failure (Ef: 30%).  
 
Patient 13 (P13): This woman developed aHUS at 51 years of age, progressing to ESRD 12 months 
after the onset. No extra-renal event has been reported during the acute phase of HUS. She deceased 
after a heart attack with undetermined aetiology.  
 
Patient 14 (P14): At 72 years of age, this woman became hemodialysis-dependent. The end-stage renal 
disease was initially related to nephroangiosclerosis but the diagnosis was corrected after the failure of 
renal transplantation caused by an aHUS. She was treated by plasmatherapy, but the evolution was 
unfavourable, leading to lost of allograft function 1 month after transplantation. During the acute 
phase, she suffered from left heart failure (Ef: 45%).   
 
Methods 
Complement assessment  
Antigenic levels of C3 and FB were measured in EDTA-plasma by nephelometry. FH and FI levels 
and anti-FH auto-antibodies were assessed by specific ELISAs. MCP (CD46) expression was 
measured on granulocytes by flow cytometry.  
 
Genetic analysis  
Informed consent of patients or their legal guardians was obtained before DNA analysis. Genomic 
DNA was obtained from peripheral blood leukocytes of each patient. Coding sequences of CFH, CFI, 
MCP, CFB and C3 were amplified with primers flanking all exons, purified using the Multiscreen® 
plates (Millipore, Molsheim, France), and sequenced with 96 capillary Sequencer 3730 using the dye 
terminator method (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). CFHR1/3 deletion was searched by 
MLPA.  
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Endothelial cells assay 
HUVECs were isolated from human umbilical cord veins. HUVECs were cultured in M199 medium 
(Gibco, Paisley, GB) with 20% fetal calf serum and 10% EGM-2/bullet kit medium (Lonza), 
containing VEGF. GEnCs were cultured in EGM-2 MV bullet kit medium for microvascular 
endothelial cells (Lonza).  Third passage quiescent HUVECs cells were grown to confluence into 12-
well gelatin-coated plates and quiescent GEnCs were grown in 24 wells plates. In each plate, half of 
the cells were activated overnight with TNF and IFNγ. After washing off non adherent cells with 
warm PBS (37°C), adherent cells (GEnCs and HUVECs) were incubated with 1/3 dilutions, in M199 
medium, of sera from R139W-aHUS patients, R139W healthy carriers, FH depleted serum 
(Comptech, Tylor, TX, USA) or normal human sera (from 50 individual donors). The level of 
complement activation was modulated using blocking anti-FH monoclonal antibody Ox24 (a kind gift 
from LFB, Les Ulis, France) or blocking anti-MCP GB24 mAb, added to cells together with the 
serum. After 30-minute incubation with serum at 37°C, the supernatant was recovered for C3a, C5a 
and sC5b9 measurements (MicroVue C3a, C5a and SC5b-9 Plus EIA Kit, Quidel, San Diego, USA) 
and the wells were washed three times with PBS. Adherent HUVECs and GEnCs were detached with 
PBS-5mM EDTA or with 5 mg/ml lidocaïne 10mM EDTA, respectively. Cells were labeled with anti-
C3c monoclonal antibody (Quidel, San Diego, CA, USA) or with a control mouse IgG1, followed by 
phycoerythrin (PE)-labeled secondary antibody (Beckman Coulter, Roissy, France). Alternatively, 
cells were labeled with anti-human Tissue factor-PE monoclonal antibody or Isotype-PE (BD 
Biosciences, San Jose, USA). Cells were analyzed by flow cytometry on a Becton Dickinson 
Facscalibur (Mountain view, CA, USA), using
 
CellQuest and FSC express software.  
 
ELISA for recombinant C3 binding to FH and MCP 
Microtitre wells were coated with 20g/ml purified human FH (Comptech, Tylor, TX, USA) or MCP 
as in (4) in PBS, pH 7.4 for 1 h at 37C. Residual binding sites were blocked with 2% BSA in PBS for 
1 h at 37C and washed with 10mM HEPES, 25mM NaCl, pH 7.4, containing 0.05% Tween20. Serial 
dilutions of the recombinant C3 proteins (culture supernatant or DEAE purified protein), in 4% BSA-
containing HEPES buffer, pH 7.4, were incubated for 1h at 37C. Following washing with HEPES 
buffer, wells were incubated with a chicken anti-human C3 polyclonal antibody (100ng/ml, Binding 
Site) for 1h at 37C, followed by goat anti-chicken-HRP. Colour was developed using TMB substrate 
and OD450 nm was measured. The background binding was subtracted.  
 
ELISA for FB and FH binding to recombinant C3 
In situ capturing of recombinant C3 on ELISA plates was achieved using monoclonal anti-C3d 
antibody (Quidel, San Diego, USA). The supernatant, containing recombinant proteins, was applied 
two times to assure saturation of the capturing antibody. After washing, purified human Factor B 
(Calbiochem, La Jolla, CA) was applied in 4% BSA HEPES buffer (as above) containing 5mM 
122 
 
MgCl2. Alternatively, FH was applied in the same buffer but without MgCl2. Bound FB or FH was 
revealed using polyclonal anti-FB or FH IgG, purified from antiserum (Calbiochem and Quidel for FB 
and FH respectively) and biotinylated according to Thermo-Scientific’s instructions. Bound protein 
was revealed using Streptavidin-HRP (1:1000) conjugate and TMB substrate.  
 
ELISA for decay acceleration of the C3 convertase by Factor H (supplementary Figure 2A) 
In situ capturing of recombinant C3 on ELISA plates was achieved using monoclonal anti-C3d 
antibody (Quidel, San Diego, USA). The supernatant, containing recombinant proteins, was applied 
two times to assure saturation of the capturing antibody. After washing, purified human Factor B and 
Factor D (Calbiochem, La Jolla, CA) were applied in 4% BSA HEPES buffer (as above) containing 
5mM MgCl2. After 30 minutes the wells were washed and increasing concentrations of FH were added 
to the wells as indicated. Residual bound Bb was revealed using polyclonal anti-FB IgG, purified from 
antiserum (Calbiochem, La Jolla, CA) and biotinylated according to Thermo-Scientific’s instructions. 
Bound protein was revealed using Streptavidin-HRP (1:1000) conjugate and TMB substrate.  
 
Functional test for the cofactor activity of FH and MCP in the process of cleavage of C3 by FI 
(supplementary Figure 2B) 
Recombinant C3 (WT or R139W) were incubated with Factor H (0.02 mg/ml) and Factor I (0.1 
mg/ml) for 0, 5, 10, 20 and 40 minutes at 37°C and the cleavage of the α-chain of C3 and the 
appearance of the α43 band were followed over time. At each time point 20 µl of the reaction mixture 
were removed and for them the reaction was stopped by addition of 10µl reducing sample buffer and 
by heating for 10 minutes to 80°C. The samples were separated by SDS-PAGE electrophoresis using 
pre-cast 10% gels (Invitrogen) and transferred to a PVDF membrane. After blocking, the membrane 
was incubated with a polyclonal goat anti-C3 antibody 1/10000 (Calbiochem) and rabbit anti-goat 
IgG-HRP 1/10000 (Santa Cruz).  
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Chapitre 2 :  Etude de l’activation du complément par l’hème et 
implication dans le syndrome hémolytique et urémique atypique  
Article 2 
 
 
 
 
Objectifs principaux 
 
L’une des ambitions de ce projet de recherche était d’améliorer notre connaissance des 
mécanismes physiopathologiques et des facteurs de susceptibilité du SHUa, intrinsèques et 
environnementaux, dans le but d’une part de définir des sous-populations à plus haut de 
risque de récidives et d’autre part d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.   
Comme nous l’avons vu précédemment, le SHUa est une pathologie multifactorielle dont 
l’expression est secondaire, dans un contexte sous-jacent de dysrégulation de la voie 
alterne du complément, à une agression endothéliale par divers facteurs. Ces derniers 
semblent, pour l’heure, non spécifiques (grossesse, infection, médicaments..) et leur 
exposition n’induit pas de façon systématique la survenue d’un SHU chez un même patient. 
Cela suggère l’intervention d’autres mécanismes susceptibles d’entraîner un dépassement 
des capacités de tolérance de l’endothélium et sa bascule vers un phénotype 
prothrombotique dérégulé.  
L’hémolyse nous a semblé pouvoir être un candidat intéressant. En effet, indépendamment 
de la nature du facteur déclenchant initial, l’hémolyse constitue un dénominateur commun 
des SHU, ses dérivés ont un fort pouvoir prothrombotique et un travail préalable a 
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rapporté leur capacité à activer la voie alterne du complément en phase fluide549. Nous 
avons ainsi évoqué l’hypothèse que l’hème intervienne en deuxième ligne pour induire, via 
notamment une activation du complément, une amplification des processus 
prothrombotiques, susceptible de majorer les lésions de MAT et donc d’aggraver 
l’expression clinique du SHU.  
 
Résultats 
En premier lieu, nous avons confirmé que l‘hème induisait une activation du complément 
en phase fluide, en mettant en évidence une augmentation dose-dépendante des taux de 
C3a, C5a et C5b-9 soluble, mesurés par ELISA, dans du sérum témoin exposé à des doses 
croissantes d’hème. Cette augmentation persistait en cas d’inhibition de la voie classique, 
mais à l’inverse n’était plus observée en sérum déplété en FB, en faveur d’une activation 
dépendante de la voie alterne.  
 
Nous avons ensuite démontré qu’une telle activation survenait également sous l’effet de 
l’hème à la surface des cellules endothéliales (HUVEC et GEnC). Une augmentation dose-
dépendante du dépôt membranaire de C3 était observée par trois techniques (cytométrie 
de flux, ELISA et Immunofluorescence) et persistait malgré le lavage des cellules entre les 
étapes d’exposition à l’hème et d’incubation avec le sérum, permettant d’éliminer un 
dépôt uniquement secondaire à une activation du complément en phase fluide par l’hème. 
Cette activation du complément à la surface des cellules était également dépendante de la 
voie alterne et s’accompagnait de la formation de CAM, traduisant la mise en œuvre de la 
voie terminale commune. Nous avons, par ailleurs, précisé la nature du C3 lié aux cellules 
et ainsi montré que l’hème induisait à la fois une fixation covalente de C3b et iC3b mais 
également une fixation de C3 non clivé, comme le suggère la liaison membranaire de l’anti-
C3a. Notre hypothèse est que ce C3 non clivé corresponde à du C3(H2O)-like, rappelant ici 
ce qui a été décrit à la surface des plaquettes activées ou des biomatériaux.   
 
Dans le but de se rapprocher des conditions pathologiques du SHUa, le dépôt de C3 à la 
surface des cellules était étudié en présence de sérum de patients ayant présentés un 
SHUa et porteurs d’une mutation connue (FH ou C3). Les résultats étaient comparés à ceux 
de 30 sérums témoins. Ces expériences ont montré, sur cellules natives, un dépôt de C3 
faible mais significativement supérieur en présence de sérums pathologiques, différence 
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exacerbée en cas d’exposition préalable des cellules à l’hème. Des résultats similaires 
étaient observés en conditions artificielles de dysrégulation du complément, mimant 
différentes conditions de susceptibilité au SHUa (FB recombinant porteur d’une mutation 
gain de fonction ; sérums déplétés en FH ou en FI ;  anticorps anti-FH bloquant la région N- 
ou C-terminale).  
 
Nous avons, dans un deuxième temps, étudié et identifié trois mécanismes par lesquels 
l’hème est susceptible d’activer la voie alterne du complément en phase fluide et/ou à la 
surface des cellules endothéliales :  
1. Nous avons démontré, par SPR, que l’hème interagissait fortement et de façon dose-
dépendante avec le C3 immobilisé (C3(H2O)-like). Cette interaction est apparue 
majoritairement dépendante du fragment C3a. Les sites de liaison potentiels de l’hème au 
C3 ont été déterminés par docking moléculaire et localisés principalement dans le domaine 
ANA ou à proximité du pont thioester dans le domaine TED. Nous avons émis l’hypothèse 
que le groupement redox de l’hème pourrait favoriser l’hydrolyse du pont thioester et ainsi 
la transition du C3 natif vers sa forme hydrolysée. Le C3 hydrolysé est capable de former 
une C3 convertase alterne, ce qui pourrait expliquer l’activation du complément 
notamment observé en phase fluide. D’autre part, une augmentation des interactions 
homophiliques du C3, sous l’effet de l’hème, était suggérée en spectroscopie d’absorption 
et confirmée par SPR et chromatographie d’exclusion stérique. Ceci serait susceptible de 
favoriser la formation de C5 convertases. De façon cohérente, nous avons parallèlement 
observé, en SPR, à la surface de chip recouverts de C3, la formation de C3/C5 convertases 
de plus en plus efficace sous l’effet de doses croissantes d’hème. L’hème peut donc induire 
la formation d’hyper C3/C5 convertases, renforçant ainsi l’activation du complément.   
 
2. Nous avons établi que l’hème induisait une diminution de l’expression membranaire 
de MCP et de DAF à la surface des cellules endothéliales (HUVEC), ce qui  est susceptible de 
réduire les capacités de régulation du complément à la surface de ces cellules. 
Parallèlement, nous avons observé, sous l’effet de ce stimulus, l’apparition d’un dépôt de 
FH à la surface des cellules traitées, sans que l’hème ne semble induire d’altération de ses 
propriétés de régulation membranaire. Le FH pourrait ainsi compenser, à la façon de ce qui 
est observé à la surface des cellules apoptotiques, la baisse d’expression membranaire de 
MCP et de DAF, rendant compte de son rôle particulièrement important dans ces 
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conditions d’activation, et par projection dans les pathologies hémolytiques. Il est ici 
intéressant de rappeler que les dysfonctions du FH sont les principales anomalies 
rapportées actuellement dans le SHUa.   
 
3. Enfin, nous avons montré que l’exposition des cellules endothéliales à l’hème 
déclenchait une mobilisation de leurs corps de Weibel-Palade, se traduisant par la 
libération de FvW et l’expression membranaire de P-selectine. Cette dernière est capable 
de lier le C3b et de servir de plateforme à la formation d’une C3 convertase alterne, 
participant ainsi à activer la voie alterne du complément. D’autre part, la libération de 
multimères de THPM du FvW par les corps de Weibel-Palade endothéliaux constitue un 
autre mécanisme par lequel l’hémolyse peut induire l’acquisition d’un phénotype 
endothélial prothrombotique, susceptible d’amplifier les lésions de MAT.   
 
Par ailleurs, en nous appuyant sur les données de la littérature, nous proposons deux 
autres hypothèses de mécanismes par lesquels l’hème puisse induire une activation de la 
voie alterne à la surface des cellules endothéliales : d’une part, l’hème peut s’intercaler 
dans les bicouches lipidiques452 et pourrait ainsi favoriser, à la surface des cellules, une 
activation du complément, telle qu’observée en phase fluide ; d’autre part, l’hème peut 
induire une rétraction cellulaire520, susceptible d’exposer la matrice extracellulaire capable 
d’activer le complément.  
 
Conclusion    
 L’hème libre, dérivé de l’hémolyse, active la voie alterne du complément en phase 
fluide, ainsi qu’à la surface des cellules endothéliales.  
 En phase fluide, l’hème augmente l’efficacité de la C3 convertase alterne et les 
interactions C3/C3, ce qui est susceptible de faciliter la formation d’une C5 convertase. 
 A la surface des cellules, l’hème induit une réduction de l’expression de régulateurs 
membranaires du complément et la libération endothéliale de P-selectine, mécanismes 
tous deux susceptibles de favoriser une activation du complément. 
 L’hémolyse pourrait ainsi, en activant le complément et via ses effets endothéliaux 
prothrombotiques et proinflammatoires, induire un dépassement des capacités de  
tolérance des cellules endothéliales et exacerber alors les lésions de MAT dans le SHUa.  
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Chapitre 3  :  Résultats complémentaires  
 
1. Relatifs à l’utilisation de matériels de patients 
 
Objectifs   
L’une des difficultés rencontrées au cours de ce projet s’est révélée liée à la disponibilité 
des sérums de patients. Le modèle cellulaire in vitro d’activation du complément à la 
surface de cellules endothéliales, que nous avons initialement mis au point et employé 
dans les articles 1 et 2, requiert en effet du sérum, au sein duquel les protéines de la 
coagulation ont été préalablement consommées. Cependant, la disponibilité du sérum de 
patients s’est avérée moins importante que celle du plasma, ce qui a pu constituer un frein 
à la répétition de certaines expériences. En effet, les prélèvements adressés au centre de 
référence des SHUa, dans le service d’Immunologie biologique de l’HEGP, sont 
majoritairement du plasma (recueilli en tubes EDTA). Ce matériel permet l’étude 
quantitative (à partir de la phase plasmatique) et génétique (à partir du culot cellulaire 
obtenu après centrifugation) des protéines du complément et son transport est simple, 
pouvant être réalisé à +4°C, sans traitement préalable des tubes.  
De fait, outre la mise au point d’une technique requérant un volume moins important de 
sérum (ELISA cellulaire étudiant le dépôt membranaire de C3 - article 2), nous avons défini 
des conditions dans lesquelles ce plasma collecté pourrait être utilisé, comme source de 
complément, pour les tests fonctionnels réalisés in vitro sur cellules endothéliales.  
 
Méthode    
Nous avons, en premier lieu, exposé des cellules endothéliales (HUVECs) à du sérum ou du 
plasma (dilution 1:5), issu d’un même témoin. De la lepirudine et du Mg2+ étaient 
additionnés aux échantillons de plasma-EDTA avant chaque expérience, dans le but, 
respectivement, de bloquer la formation de thrombi et de ne pas être limitant en ions Mg2+, 
ces derniers étant nécessaire à l’activation de la voie alterne du complément. Nous avons 
comparé, en cytométrie de flux et ELISA, les dépôts membranaires de C3c observés à la 
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surface de ces cellules, en condition native ou après incubation 20 minutes à 37°C avec de 
l’hème (100µM), et défini les doses adéquates de lepirudine (50µg/ml) et de Mg2+ (5mM).  
Nous avons secondairement étudié, dans les mêmes conditions, le dépôt de C3c 
membranaire en utilisant des plasmas normaux (n=13) et des plasmas de patients ayant 
présenté un SHUa, porteurs d’une mutation du FH  (n=5).  
 
Résultats   
1/ Nous n’avons pas observé de différence significative des dépôts de C3c à la surface des 
cellules selon l’utilisation de sérum ou de plasma-lepirudine-Mg2+ issu du même témoin.  
  
Figure n°22 : L’activation du complément à la surface de cellules endothéliales est 
comparable, que la source de complément soit du sérum ou du plasma.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
2/ L’étude, en cytométrie de flux, des dépôts de C3c à la surface d’HUVECs incubées en 
présence de plasmas-lepirudine-Mg2+  issus de donneurs sains ou de patients, a montré des 
résultats proches de ceux préalablement observés en cas d’utilisation de sérums dans les 
mêmes conditions. En effet, sur cellules natives, nous n’avons pas observé de différence du 
Des HUVECs, natives ou prétraitées par de l’hème (100µM), étaient incubées, après un lavage en PBS, en 
présence de sérum ou de plasma supplémenté avec de la lépirudine (50µg/ml) et du Mg
2+ 
(5mM) (30’, 37°C). 
Les cellules étaient ensuite traitées selon la méthodologie précedemment décrite (article 2, figure 2) et le 
dépôt membranaire de C3c était étudié : A. en cytométrie de flux, après détachement des cellules (ac anti-
C3c, Quidel), résultats exprimés en moyenne de RFI (n=3). B. en ELISA, après fixation des cellules en PFA (ac 
anti-C3c biotinylé, Quidel), résultats exprimés en moyenne de densité optique (480nm) à partir d’un triplicate 
issu d’une même expérience (histogramme représentatif de 3 expériences indépendantes).   
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dépôt membranaire de C3 entre plasmas-contrôles et plasmas-patients. Par contre, en cas 
de prétraitement des cellules par de l’hème, il existait une augmentation de ce dépôt 
supérieure avec les plasmas-patients par rapport aux plasmas-contrôles (cette expérience 
nécessitera néanmoins d’être répétée pour affirmer la significativité de ces résultats).    
 
Figure n°23 : L’activation du complément à la surface de cellules endothéliales prétraitées 
par de l’hème est amplifiée en présence de plasma issu de patients souffrant de SHUa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusion   
Le plasma, aussi bien que le sérum, semble pouvoir être utilisé, comme source de 
complément, pour l’étude de l’activation de ce système à la surface des cellules 
endothéliales. Son utilisation dans ce but requiert, néanmoins, une inhibition de la 
coagulation par de la lépirudine et une supplémentation avec du Mg2+.  
Cette mise au point pourra nous permettre d’employer au besoin, au cours de futurs 
travaux, du plasma dont la collecte s’avère plus facile que celle du sérum. En effet, il 
présente l’avantage, par rapport au sérum, de ne pas nécessiter, d’une part d’attendre la 
coagulation avant isolement/séparation des cellules du sang par centrifugation et d’autre 
part d’être rapidement congelé.    
 
Etude en cytométrie de flux du dépôt membranaire de C3c (ac anti-C3c, Quidel) à la surface 
d’HUVECs, prétraitées par de l’hème (100µM), puis incubées, après un lavage en PBS, en 
présence de plasmas contrôles (n=13, en bleue) ou issus de patients (n=5, en rouge), 
supplémentés selon les conditions prédéfinies. Résultats exprimés en RFI (n=1 ou 2). La ligne 
pointillée réprésente la moyenne des RFI des plasmas-contrôles + 2 déviations standards.       
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2. Relatifs à l’étude des facteurs de prédisposition au SHUa  
 
Objectifs   
Notre travail autour de la mutation C3R139W a confirmé l’influence de certains 
polymorphismes portés par les gènes du MCP ou du FH dans la pénétrance du SHUa.  
Dans le but de poursuivre l’étude des facteurs de susceptibilité au SHU, nous nous sommes 
intéressés plus particulièrement à l’haplotype MCP ggaac, polymorphisme prédisposant au 
SHUa280. Celui-ci se compose de 5 SNP, dont 2 sont situés dans la région promotrice du 
gène de MCP563, ce qui a suggéré que cet haplotype pourrait moduler négativement 
l’expression de la protéine MCP et ainsi diminuer la protection des cellules face à 
l’activation du complément.  
De façon à étudier cette hypothèse, nous avons analysé les taux d’expression membranaire 
de MCP ainsi que le dépôt de C3 à la surface de cellules endothéliales (HUVEC), plus ou 
moins porteuses de ces SNP à risque.   
 
Méthode   
Le gène de MCP de différentes préparations d’HUVECs, issues de 30 cordons ombilicaux 
distincts, a été analysé par les soins de l’équipe du Dr Frémeaux-Bacchi, à partir de leur 
ADN préalablement extrait. Parmi ces échantillons, 3 se sont révélés être porteurs de 
l’haplotype à risque sous sa forme homozygote (identifié dans ce travail comme GG).   
Nous avons donc décongelées et mises en culture certaines des HUVECs, dont le génotype 
de MCP était identifié, et qui avaient été préalablement congelées dans l’azote : des 
HUVECs homozygotes pour l’haplotype MCP à risque (GG ; n=3), hétérozygotes (AG ; n=3) 
ou ne portant pas cet haplotype (AA ; n=2). Nous avons mesuré, par cytométrie de flux, 
l’expression de MCP à la surface de ces différentes HUVECs, en condition native ou après 
incubation 15h avec des cytokines inflammatoires (TNFα, IFNγ et IL-1β aux concentrations 
respectives de 10ng/ml, 1000UI/ml, 10ng/ml) ou 20 minutes avec de l’hème (100µM). 
Parallèlement, pour étudier la capacité de ces cellules à activer le complément, nous avons 
mesuré, dans ces mêmes conditions, le dépôt membranaire de C3c, après incubation de 
ces cellules en sérum humain normal (sérum de groupe AB, NHS) ou en sérum déplété en 
facteur H, dans les deux cas dilués au 1: 5.   
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Résultats  
Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative des taux d’expression de MCP 
entre les HUVECs GG, AG ou AA, aussi bien en conditions natives (figure n°24), qu’après 
traitement par des cytokines ou de l’hème.  
 
Figure n°24 : L’expression membranaire de MCP à la surface de cellules endothéliales 
natives n’est pas influencée par l’haplotype MCP ggaac  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De même, nous n’avons pas observé de différence significative du dépôt membranaire de 
C3c selon l’haplotype de MCP et ce, aussi bien en conditions natives qu’après activation par 
des cytokines ou de l’hème. L’exposition à un sérum déplété en FH ne révélait pas non plus 
de différence du dépôt de C3c membranaire entre ces cellules. 
 
Figure n°25 : L’activation du complément à la surface de cellules endothéliales n’est pas 
influencée par l’haplotype MCP ggaac 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Etude en cytométrie de flux de 
l’expression membranaire de 
MCP (ac anti-MCP marqué à la 
phycoerythrine, AbD Serotec) à 
la surface d’HUVECs natives 
présentant différents génotypes 
de MCP. Résultats exprimés en 
moyenne de MFI, (n= 2).        
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Conclusion   
Ainsi, nous avons montré que l’haplotype MCP gggac, qui prédispose au SHUa, n’influe 
pas sur le taux d’expression de MCP à la surface des cellules endothéliales (HUVECs) ou 
sur leur capacité à activer le complément. 
Ces résultats suggèrent que la prédisposition au SHU amenée par cet haplotype n’est pas 
secondaire à une altération quantitative ou fonctionnelle de la protéine MCP à la surface 
des cellules endothéliales. Ces conclusions renforcent encore la complexité génétique des 
SHUa et suggèrent des fonctions encore inconnus de MCP susceptibles de participer à la 
physiopathologie du SHUa.  
 
Résultats présentés en 2012, en communication affichée, au 24th International 
Complement Workshop (Chania, Grèce). 
 
 
 
 
Comparaison en cytométrie de flux du dépôt membranaire de C3c (ac anti-C3C, Quidel) à 
la surface de différentes HUVECs (AA, AG ou GG), exposées à différentes conditions 
d’activation : (A) HUVECs incubées en présence de NHS, en l’absence d’activation 
préalable ou (B) après traitement par un cocktail de cytokines proinflammatoires (TNFα, 
IFNγ et IL-1β) ou (C) par de l’hème (100µM; (D )HUVECs natives incubées en présence de 
sérum  déplété en FH. Résultats exprimés en moyenne de  MFI, (n=2).    
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3. Relatifs à l’étude des marqueurs de souffrance endothéliale en présence d’une 
anomalie de régulation du complément  
 
Objectifs 
Parallèlement à l’étude de certains marqueurs d’acquisition d’un phénotype endothélial 
prothrombotique (expression membranaire de FT, libération de FvW), nous avons étudié 
deux marqueurs susceptibles de traduire une souffrance cellulaire : le détachement 
cellulaire et la perte d’intégrité de la monocouche cellulaire. Nous avons recherché si 
l’exposition des cellules à un sérum au complément dérégulé entrainait une majoration de 
ces signes de souffrance.  
 
Méthodes  
Le détachement spontané des cellules a été étudié après incubation de cellules adhérentes 
(HUVECs), cultivées en plaque 24 puits, pendant 15h à 37°C, en présence de NHS, de 
sérum déplété en FH ou de sérum de patients porteurs de la mutation C3R139W. Les cellules 
étaient, plus ou moins, préalablement activées par un cocktail de cytokines 
proinflammatoires (TNFα-IFNγ) pendant 8h à 37°C, étape suivie d’un lavage (PBS tiède).   
Après l’étape d’incubation avec les différents sérums, un échantillon de 100 µL du 
surnageant de chaque puit était prélevé après homogénéisation. Les cellules étaient 
marquées avec un anticorps anti-CD144 marqué à la phycoerythrine, de façon à s’assurer 
de leur nature endothéliale lors de l’étape de comptage. Au volume prélevé était 
additionné 100 µL de dilution de billes de latex calibrées de 3 µm (Sigma) diluées au 
1/40000ème. La quantification du nombre de cellules et de billes était évaluée par 
cytométrie de flux. Le rapport entre le nombre de cellules et le nombre de billes de latex 
autorisait la comparaison des échantillons entre eux, en permettant de s’affranchir de 
l’irrégularité de la vitesse d’aspiration des prélèvements en cytométrie de flux.  
 
Figure n°26 : Etude du détachement cellulaire : méthodologie schématique  
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L’intégrité de la monocouche cellulaire était évaluée par un test de perméabilité basé sur la 
mesure du passage d’albumine fluorescente à travers une couche de cellules endothéliales 
cultivées sur matériel spécifique (Transwell). Les cellules cultivées dans ces conditions 
étaient, plus ou moins, préalablement activées par un cocktail de cytokines 
proinflammatoires (TNFα-IFNγ) pendant 15h à 37°C, puis lavées délicatement avec du PBS 
tiède. Les cellules étaient ensuite exposées, pendant 30 minutes à 37°C, à du sérum normal 
(NHS), déplété en FH ou issu d’un patient porteur de la mutation C3R139W. La BSA marquée 
à la FITC était additionnée (1mg/ml) au milieu contenu dans le transwell avant l’étape 
d’incubation avec le sérum. Toutes les 30 min, 50 µL de milieu contenu dans le fond du 
puits de la plaque P24 était prélevé et recueilli dans une plaque 96 puits, à l’abri de la 
lumière. A la fin du temps de recueil, la mesure de la fluorescence était mesurée (DO, 
480nm).  
 
Figure n°27: Etude de la perméabilité cellulaire : méthodologie schématique 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
Résultats 
En présence d’un sérum dont le complément est mal régulé (FH-déplété, sérum de patient 
porteur de la mutation C3R139W), nous avons observé une augmentation significative du 
détachement spontané des cellules (Figure n°28) ainsi qu’une augmentation de la 
perméabilité cellulaire (Figure n°29).   
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Figure n°28 : Augmentation du détachement spontané des cellules en présence de sérum au 
complément dérégulé   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure n°29 : Augmentation de la perméabilité de la monocouche cellulaire en présence de 
sérum au complément dérégulé    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. HUVECs, natives ou incubées en TNFα-IFNγ 8h, spontanément détachées après incubation une 
nuit en sérum normal (NHS), sérum déplété en FH, ou sérum de patient C3R139W, (n=3). 
B. Exemple de nuage de points obtenu en cytométrie de flux (FSC : taille, SSC : granulométrie), où 
R1, en rouge, désigne les HUVECs spontanément détachées et R2, en vert, les billes.  
 
 
HUVECs cultivées sur Transwell, préactivées par des cytokines (TNFα-IFNγ - 15h, 
37°C), puis incubées en présence de NHS, de sérum de patient-C3R139W ou de sérum 
déplété en FH. Graphique représentatif de 3 expériences indépendantes 
comparables.  
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Conclusion  
Ces résultats nécessiteront d’être confirmé avec d’autres sérums de patients porteurs 
d’anomalie de régulation du complément, mais il suggère néanmoins que l’exposition des 
cellules endothéliales à de tels sérums induit une souffrance cellulaire. Nous avons en effet 
observé, dans ces conditions, une augmentation du détachement cellulaire, et ce même en 
l’absence de pré-activation des cellules par des cytokines proinflammatoires. Ce 
détachement cellulaire in vitro semble faire écho aux caractéristiques histologiques 
rénales des MAT, dans lesquelles sont décrites des espaces clairs sous-endothéliaux, 
traduction du décollement des cellules endothéliales in vivo.  
Nous avons également mis en évidence une augmentation de la perméabilité des cellules, 
en faveur d’une perte d’intégrité de la monocouche cellulaire. Celle-ci pourrait être 
secondaire à des phénomènes de détachement ou de rétraction cellulaire, induits par les 
produits de l’activation du complément. Nous avons vu, par exemple, que les 
anaphylatoxines augmentaient la perméabilité endothéliale en provoquant une rétraction 
cellulaire39.  
L’approfondissement de ces résultats dans le but d’en préciser les mécanismes et les 
conséquences constituera une perspective intéressante. En effet, que ce soit par 
l’intermédiaire du détachement cellulaire, potentiellement générateur de cellules 
endothéliales circulantes ou de la rétraction cellulaire, susceptible d’exposer le sous-
endothélium, ces deux mécanismes pourraient participer indépendamment à amplifier 
l’activation du complément.    
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Conclusion et Perspectives  
 
En premier lieu, ce travail a permis la mise au point d’un modèle cellulaire endothélial 
reproductible (cytométrie de flux, ELISA et immunofluorescence), permettant d’évaluer le 
dépôt de C3 à la surface des cellules endothéliales. Nous l’avons appliqué à l’étude du 
SHUa et montré que l’exposition de cellules, préalablement activées, à du sérum porteur 
d’anomalies de régulation du complément - sérum de patients, sérum immunodéplété (FH, 
FI), sérum additionné d’anticorps bloquant des protéines régulatrices (FH, MCP) -  induisait 
une amplification de l’activation de ce système à leur surface. Ce modèle cellulaire, in vitro, 
pourrait être utilisé pour étudier l’influence d’autres facteurs (LDL oxydés, produits de 
glycation avancée) sur l’activation endothéliale du complément, dans le cadre d’autres 
pathologies pour lesquelles un rôle de ce système est suggéré, telles que l’athérosclérose1 
ou le diabète564. 
Dans le cadre plus précis de ce projet, ce modèle expérimental a constitué le point de 
départ de travaux plus approfondis sur l’étude des conséquences de l’exposition 
endothéliale à un complément mal régulé. A travers l’exemple de la mutation C3R139W, 
portée par 14 patients ayant présenté un SHUa, nous avons mis en évidence un lien entre 
l’existence d’une anomalie de régulation du complément et l’acquisition d’un phénotype 
endothélial activé. En effet, outre une augmentation du dépôt de C3 à la surface des 
cellules, nous rapportons la mise en œuvre des voies effectrices du complément (libération 
de C3a, C5a, C5b-9s), l’expression endothéliale de médiateurs procoagulants (facteur 
tissulaire) et l’apparition de marqueurs suggérant une souffrance endothéliale 
(détachement cellulaire, augmentation de la perméabilité endothéliale - données non 
publiées). Ce travail a été complété par la caractérisation fonctionnelle de la mutation 
C3R139W, à l’origine de la première description d’une mutation C3 gain de fonction direct et 
par la description phénotypique des SHUa associés à cette mutation, qui constitue pour 
l’heure la série la plus importante de patients porteurs de la même mutation. De façon 
intéressante, malgré cette anomalie commune, la pénétrance et l’expression du SHU se 
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sont avérées hétérogènes, confirmant l’importance des facteurs additionnels et 
notamment des polymorphismes à risques (FH gtgt, MCP ggaac).  
Ce travail a également permis d’identifier l’hème, produit de l’hémolyse intravasculaire, qui 
par définition est présente dans le SHU, comme un puissant activateur de la voie alterne du 
complément, aussi bien en phase fluide qu’à la surface des cellules endothéliales. Cette 
activation était amplifiée en cas de dysrégulation sous-jacente de la voie alterne, suggérant 
un rôle potentiel de l’hémolyse dans la physiopathologie du SHU complément-dépendant. 
Nous avons complété ce travail par l’identification de plusieurs des mécanismes d’action de 
l’hème sur le complément : direct, en phase fluide, via la formation d’une hyper C3/C5 
convertase ou indirect en induisant d’une part, une diminution de l’expression 
membranaire de certaines protéines régulatrices (MCP, DAF) ou d’autre part, la libération 
de P-selectine à la membrane endothéliale. L’hémolyse pourrait ainsi constituer une cible 
thérapeutique éventuelle des SHU, indépendamment d’ailleurs de l’existence sous-jacente 
d’une anomalie de régulation du complément, puisque si les effets observés étaient 
amplifiés en présence d’un sérum pathologique, ils existaient également en sérum normal. 
 
Si ces travaux ont permis d’éclaircir quelque peu la physiopathologie du SHU rattaché à des 
anomalies de régulation du complément, il persiste plusieurs zones d’ombre. Il serait ainsi 
intéressant de poursuivre :   
- l’identification de facteurs amplifiant l’activation du complément, et ceci dans le but de 
développer d’éventuelles stratégies préventives. La connaissance parfaite de l’ensemble 
des facteurs de susceptibilité intrinsèques et extrinsèques permettra, en effet, de mieux 
définir les sous populations à risque de récidive.  
- la caractérisation des conditions dans lesquelles une cellule endothéliale devient 
activatrice du complément, en précisant notamment le rôle d’autres acteurs, tels que les 
polynucléaires neutrophiles et les plaquettes, dans la genèse des lésions endothéliales 
complément-dépendantes.  
 
 
Parmi les perspectives particulièrement intéressantes de ce projet de recherche, étudier 
les mécanismes susceptibles d’expliquer la localisation préférentiellement rénale des 
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lésions de MAT associée à une activation excessive de la voie alterne du complément 
constitue un point fort, sur lequel nous souhaitons travailler dans les prochains mois.    
Comme nous l’avons vu précédemment, les atteintes extra-rénales lors des SHU associés à 
des anomalies de régulation du complément ne sont pas exceptionnelles, cependant le rein 
semble constituer une cible privilégiée du complément dérégulé. Pour exemple, Noris et al 
rapportent le cas de deux sœurs toutes deux porteuses d’un déficit constitutionnel en 
ADAMTS-13 (activité<10%), associé pour seulement l’une d’entre elle à une mutation du 
FH (haplo-insuffisance). Tandis que l’expression clinique des épisodes de MAT est 
strictement neurologique dans le premier cas, celle de la patiente porteuse de la mutation 
du FH inclue également une insuffisance rénale565. Cette apparente susceptibilité rénale 
face à une activation excessive de la voie alterne s’observe également dans d’autres 
pathologies. D’une part, elle apparaît au travers des glomérulopathies à C3 (maladie à 
dépôts denses, glomérulonéphrite à dépôts isolés de C3,  néphropathie CFHR5), dont les 
mécanismes physiopathologiques impliquent, tout comme dans le SHU, des anomalies 
génétiques ou acquises (C3Nef), responsables d’une activation excessive de la voie 
alterne566. D’autre part, elle est suggérée dans les vascularites associées aux ANCA, pour 
lesquelles Xiao et al ont montré dans un modèle murin de vascularite avec 
glomérulonéphrite extra-capillaire induite par injection d’anticorps anti-MPO, qu’en cas 
d’invalidation de la voie alterne (souris FB-/-), il ne survenait alors plus de lésions rénales567.  
Cependant, les mécanismes expliquant le tropisme rénal des lésions induites par la voie 
alterne du complément restent indéterminés et peu étudiés. Plusieurs hypothèses peuvent 
être évoquées : i/ d’une part, comme nous l’avons vu précédemment, le rein, par 
l’intermédiaire des cellules glomérulaires et épithéliales tubulaires, constitue un site 
important de synthèse extra-hépatique de C3. Cette production locale de C3, déjà 
incriminée dans d’autres pathologies ou modèles de pathologies rénales (rejet 
d’allogreffe88 ; modèle murin de néphropathie induite à l’adriamycine87) pourrait ainsi 
participer à la spécificité des lésions rénales de MAT dans les SHU compléments-
dépendants ; ii/ d’autre part, comme nous l’avons également abordé, les lits capillaires 
présentent des spécificités structurelles et fonctionnelles variables d’un organe à un autre, 
selon la fonction de ce dernier. Les capillaires glomérulaires, pour leur part, sont de type 
continu fenêtré et constituent une membrane d’ultrafiltration hautement spécialisée, 
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capable de filtrer d’important volume plasmatique tout en retenant efficacement les 
protéines dans l’espace vasculaire. Ainsi, les fonctions de filtration et/ou la rhéologie 
particulière du rein interviennent peut-être dans cette spécificité lésionnelle du 
complément. Par ailleurs, à la manière des SHU-Stx, dont le tropisme rénal est rattaché à 
l’expression par les cellules endothéliales de récepteur Gb3, l’endothélium rénal pourrait 
présenter des spécificités dans la distribution des protéines régulatrices du complément ou 
de la coagulation.  
Nos travaux, au sein du laboratoire, ont jusqu’alors été principalement réalisés sur deux 
modèles cellulaires endothéliaux (HUVECs et GEnCs). Roumenina et al ont d’ailleurs 
rapporté, lors d’un travail antérieur portant sur l’étude de mutations gain de fonction du 
FB, un dépôt membranaire de C3 significativement supérieur sur les GEnCs que sur les 
HUVECs, après incubation en présence de sérum auquel été additionné du FB muté 
(protéines recombinantes)195. 
Dans le but d’approfondir ces données, nous avons récemment acquis au laboratoire des 
cultures primaires de cellules endothéliales provenant de différents organes (rein, poumon, 
cœur, cerveau) d’origine commerciale (ScienCell Research Laboratories). Nous disposons, 
par ailleurs, en plus des GEnC, d’une autre lignée de cellules microvasculaires issues du 
derme (HMEC-1), également immortalisée par SV40. Nous projetons de comparer les 
caractéristiques intrinsèques de ces différents types cellulaires. Outre leur capacité à 
activer le complément, nous étudierons l’expression des différents régulateurs 
membranaires (MCP, DAF, CD59) ainsi que la liaison éventuelle de FH, en condition native 
ou après activation par différents stimuli que nous avons déjà eu l’occasion d’utiliser 
précedemment (cytokines inflammatoires, facteurs de croissance, hème libre, thrombine, 
neuraminidase, …).  
Nous espérons ainsi dégager d’éventuelles spécificités de l’endothélium glomérulaire rénal, 
susceptibles d’expliquer en partie l’expression majoritairement rénale des lésions 
endothéliales complément-dépendantes.  
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Une autre perspective issue de ce projet sur laquelle nous souhaiterions concentrer nos 
recherches concerne la mise au point d’un test fonctionnel rapide permettant de définir le 
caractère complément-dépendant ou non d’un épisode de SHU.  
En effet, les résultats prometteurs de l’Eculizumab dans le traitement des SHUa, et ce 
parfois en l’absence d’anomalie sous-jacente de régulation du complément identifiée, ainsi 
que l’accumulation d’arguments, suggérant un rôle de l’activation du complément dans 
d’autres formes étiologiques de SHU, soulèvent de plus en plus de questions parmi les 
cliniciens autour des indications de cet anti-C5. Ce d’autant plus que la rapidité d’initiation 
de ce traitement semble associée à une meilleure récupération fonctionnelle rénale. Les 
SHU-Stx illustrent bien cette situation : l’Eculizumab n’a pour l’heure pas l’AMM dans cette 
forme étiologique de SHU. Néanmoins, son utilisation lors de l’épidémie allemande, bien 
qu’ayant rapporté des résultats mitigés, s’est associée chez certains patients à une nette 
amélioration clinique. Ainsi, il serait intéressant de déterminer des outils permettant de 
définir les sous-populations de patients chez qui ce traitement pourrait s’avérer bénéfique. 
Dans cette optique, nous pourrions utiliser le modèle cellulaire précédemment décrit. 
Celui-ci pourrait permettre d’analyser la capacité du sérum d’un patient atteint de SHU ou 
d’un autre tableau clinique de MAT, à induire un dépôt de C3 à la surface des cellules, 
traduisant la mise en œuvre de la cascade du complément à leur surface. Ce test pourrait 
permettre d’indiquer, de façon rapide, le caractère complément-dépendant ou du moins 
une participation du complément dans la formation des lésions de MAT et guider ainsi 
éventuellement la prise en charge thérapeutique des patients.  
Cette analyse pourrait être réalisée par cytométrie de flux ou par ELISA cellulaire, ce 
dernier présentant l’avantage d’être de réalisation rapide et de nécessiter un volume 
d’échantillon de patient peu important (volume minimal : 15 à 20µL par puit). D’autre part, 
nous avons vu que nous pourrions utiliser, en place du sérum,  du plasma (traité avec de la 
lépirudine et Mg2+), ce qui pourrait faciliter l’obtention d’un plus large panel d’échantillons 
visant à valider ce test. Nous pourrions, par ailleurs, compléter cette analyse en étudiant, 
en cas de dépôt membranaire de C3, si l’apparition concomittante de complexe d’attaque 
membranaire à la membrane est significativement réduite par l’adjonction d’un anti-C5 au 
sérum des patients.  
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Nous espérons ainsi finaliser un test fonctionnel dont l’objectif serait de guider la mise en 
œuvre d’un traitement inhibant le complément face à un tableau clinique de MAT.  
Une des limites de cette technique réside néanmoins dans la nécessité d’avoir un accès 
rapide à des cellules endothéliales en culture. Ainsi, une autre stratégie pourrait résider 
dans l’utilisation d’un dosage plasmatique du C5b-9 soluble chez les patients.  
 
 
Enfin, comme nous l’avons abordé dans la dernière partie des résultats, nous souhaiterions 
poursuivre nos travaux autour du détachement cellulaire et de l’augmentation de la 
perméabilité observés en cas d’exposition des cellules endothéliales à un sérum porteur 
d’une anomalie de régulation du complément. En premier lieu, nous confirmerons ces 
résultats avec d’autres sérums de patients et dans d’autres conditions artificielles de 
dérégulation du complément (sérum FI-déplété, utilsation d’ac anti-FH ou anti-MCP 
bloquant, ou de protéines recombinantes), de la façon décrite dans l’article 2 (figure 3).  
Dans un deuxième temps, concernant spécifiquement l’étude du détachement cellulaire,  
nous préciserons la nature de ces cellules spontanément détachées sous l’effet de sérums 
pathologiques. Nos données préliminaires tendent à démontrer que ces cellules sont 
apopto-nécrotiques (marquage annexin/iodure de propidium et analyse en cytométrie de 
flux, données non montrées). Ces résultats rappellent ce qui est décrit dans les vascularites 
associées aux ANCA. En effet, Woywodt et al ont rapporté chez ces patients un nombre 
élevé de cellules circulantes, comparativement à une population de témoins sains, 
présentant une infection ou une glomérulonéphrite non associée aux ANCA. Ils ont montré 
que plus de 80% de ces cellules étaient apoto-nécrotiques (annexin/iodure de propidium +) 
et exprimaient à leur surface  du facteur tissulaire, suggérant ainsi qu’elles participent à la 
physiopathologie de cette maladie568. Sachant que les cellules apopto-nécrotiques activent 
fortement le complément via la voie classique et alterne69,569, la présence de cellules 
détachées apoptotiques sous l’effet d’un complément dérégulé pourrait constituer un 
autre mécanisme d’amplification des lésions complément-dépendantes dans le SHUa. Nous 
confirmerons donc la capacité des cellules détachées à activer le complément  (marquage 
C3c, C5b-9). Nous pourrons également évaluer le taux d’apoptose/nécrose des cellules 
adhérentes (marquages Hoechst 33342, Iodure de propidium et TUNEL) et préciser les 
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mécanismes inducteurs en étudiant par exemple, l’effet des inhibiteurs de la voie JAK/STAT, 
qui protègeraient les cellules endothéliales contre le détachement et l’apoptose570. 
Parallèlement, nous tenterons de préciser les mécanismes conduisant à l’augmentation de 
la perméabilité cellulaire sous l’effet d’un complément dérégulé. Nous confirmerons les 
résultats décrits par Schraufstatter et al sur des HUVECs et des HMECs, selon lesquels les 
anaphylatoxines, en particulier le C5a, augmentent la perméabilité cellulaire via une 
retraction des cellules associée à une polymerisation de l’actine39. Nous pourrons 
notamment completer ce travail : i/ en suivant l’état des jonctions endothéliales 
(marquages VE-cadherine, PECAM-1) en immunofluorescence après stimulation par du C5a 
et du sérum de patients ; ii/ en étudiant l’effet d’un complément dérégulé sur l’activité de 
la MLCK (Myosin Light Chain Kinase), se traduisant par la phosphorylation de la chaîne 
légère de la myosine et pouvant être à l’origine de modifications du cytoquelette et d’une 
rétraction cellulaire571. L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de la MLCK (ML-9 par 
exemple) pourrait nous permettre d’évaluer l’importance de cette voie dans la rétraction 
complément-induite. Si nous confirmons la rétraction cellulaire en immunofluorescence, 
nous mesurerons par ailleurs les dépôts de complément sur la matrice sous-endothéliale 
exposée413. Comme nous l’avons évoqué lors de la présentation des travaux relatifs à 
l’hème, nous suggérons que ce mécanisme participe également à amplifier l’activation du 
complément. 
 
L’ensemble de ces travaux pourrait permettre d’améliorer encore la connaissance des 
mécanismes physiopathologiques du SHU et ainsi la prise en charge des patients.  
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Annexes   
Annexe n°1 : Protéines impliquées dans la cascade du complément (d’après Ricklin et al, Nature 
Immunology, 2010) 4 
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Annexe n°2 : Classification des syndromes de microangiopathies thrombotiques proposée, en 
2006, par l’European Paediatric Resaerch Group for HUS214 
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Résumé : L’identification fréquente de mutations des protéines régulatrices du complément suggère 
que les lésions endothéliales du syndrome hémolytique et urémique atypique (SHUa) résultent d’une 
activation incontrôlée de la voie alterne du complément. Les mutations, en soi, ne constituent 
cependant que des facteurs de susceptibilité et les mécanismes menant de l’anomalie de régulation 
du complément au développement de lésions de microangiopathie thrombotique rénale restent mal 
compris. 
 
L’objectif de ce projet était donc d'étudier certains mécanismes de l’activation du complément à la 
surface des cellules endothéliales dans le SHUa et les conséquences de cette activation pour 
l’endothélium.  
 
Dans ce but, ce travail s’est initialement concentré sur la mutation C3R139W, dont nous avons réalisé la 
caractérisation phénotypique et fonctionnelle et qui a constitué un modèle d’étude des 
conséquences d’un complément mal régulé sur l’endothélium. Cette mutation a été identifiée de 
façon sporadique chez 4% des patients de la cohorte française de SHUa. Son étude phénotypique a 
mis en avant une évolution fonctionnelle rénale souvent sévère mais inhomogène ainsi qu’une 
fréquence non négligeable d’événements cardio-vasculaires. Sa caractérisation fonctionnelle a révélé 
une augmentation de son affinité pour le facteur B, à l’origine de la formation d’une « hyper C3 
convertase », échappant également en partie aux systèmes de contrôle (diminution de liaison avec la 
MCP). L’étude de ses conséquences endothéliales a montré, à la surface de cellules pré-activées, une 
augmentation des produits d’activation du complément et de l’expression membranaire de facteur 
tissulaire, faisant le lien avec l’acquisition d’un phénotype endothélial prothrombotique. Nous 
rapportons également, sous l’effet de cette mutation, une majoration de la perméabilité et du 
détachement cellulaire, susceptibles de traduire une souffrance endothéliale.   
 
Dans la deuxième partie et en vue de préciser les liens entre anomalie du complément et activation 
des cellules endothéliales, nous nous sommes intéressés au rôle de l’hémolyse, dénominateur 
commun des SHU. Nous avons ainsi montré que l’hème libre activait la voie alterne du complément 
dans le sérum et à la surface des cellules endothéliales, et ce de façon exacerbé en cas de 
dysrégulation sous-jacente du complément. Nous avons identifié plusieurs mécanismes d’action par 
lesquels l’hème peut activer le complément : il favorise les interactions C3/C3 et ainsi la formation 
d’une hyper C3/C5 convertase, déclenche une mobilisation des corps de Weibel Palade à l’origine de 
l’expression membranaire de P-selectine, capable d’activer la voie alterne du complément et induit 
une diminution de l’expression membranaire des régulateurs, MCP et DAF.  
 
Par ces travaux, nous avons précisé les liens entre activation du complément et acquisition d’un 
phénotype endothélial prothrombotique dans le SHUa. Nous avons notamment identifié l’hémolyse 
comme un acteur potentiel de l’amplification des lésions endothéliales complément-dépendantes, et 
dont le contrôle pourrait ainsi constituer une nouvelle voie thérapeutique dans le SHU.  
